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N sl
Ji sl/en
Al Voda ima mnogotere vloge v biokemijskih procesih. Na§ glavni namen je bil ugotoviti, ali na strukturo

vode vpliva predhodna mehanska (poimenovali smo jo mehanogena epitaksija) in elektriéna obdelava
(elektrogena epitaksija). Mehansko smo raztopine obdelali tako, da smo jih izmeni¢no red¢ili 1 : 100 in
dinamizirali z mo¢nim tresenjem, dokler nismo pripravili ekstremno razred¢ene raztopine z enako kemijsko
sestavo kot topilo. Elektricna obdelava pa je potekala tako, da smo raztopine izpostavili mo¢nim elektri¢nim
impulzom, predvidoma spremenjenim zaradi elektrinega polja donorne (izhodne) snovi. Na ta nadin smo
predvidevali, da v sprejemno raztopino vtiskujemo »informacijo« o strukturi izhodne snovi. Ekstremno
razredCena oziroma z elektrogeno epitaksijo (predvidoma) vtisnjena kalijev klorid in Milli-qg vodo smo
karakterizirali z merjenjem elektri¢ne prevodnosti in UV-VIS spektroskopijo. Eksperimentalne rezultate smo
primerjali z rezultati analognih neobdelanih kontrolnih raztopin. S feromonskimi testi pa smo preverili vpliv
ekstremno razredCene oziroma z elektrogeno epitaksijo (predvidoma) vtisnjene »informacije« feromonov N-
heksanoil-L-homoserin laktona in N-(3-okso-heksanoil)-L-homoserin laktona. VVendar z uporabljenimi metodami
(feromonski test z indikatorskimi bakterijami Chromobacterium violaceum CV026, UV-VIS spektroskopija in
merjenje prevodnosti) teh vplivov nismo dokazali. Pri tem pa smo na osnovi rezultatov merjenja prevodnosti
prisli do povsem novih spoznanj. Pri staranju 370 dni v 2 mL so bile presezne prevodnosti 43 %, v 5 mL 36 % in
v 10 mL 27 % izmerjene prevodnosti. Ugotovili smo, da imajo vse starane raztopine (obdelane in neobdelane)
zamrznjene. Pri tem so rezultati presenetljivo v skladu z opaZzenim fenomenom v tekoci vodi, ki nastane oziroma
se razvije, ko vodo nekaj ¢asa skladis¢imo v zaprtih posodah. Ta fenomen so poimenovali avtotiksotropija vode
zaradi spontanega nastanka tiksotropnih lastnosti vode; tiksotropija je lastnost nekaterih tekocCin, ki so pri
normalnih pogojih poltrdne in viskozne, medtem ko z mehansko obdelavo postanejo bolj tekoce in manj
viskozne (npr. glina). Glede na rezultate predpostavljamo, da bi lahko bili odlo¢ilni faktorji vpliva na razvoj
avtotiksotropnih lastnosti vode ioni in blizina hidrofilnih povrsin.
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LA sl
AL sl/en
AB Water plays a wide variety of roles in biochemical processes. Our main purpose was to determine

how the structure of water is influenced by mechanical (we termed it mechanogenic epitaxy) or electrical
treatment (electrogenic epitaxy). Solutions were treated mechanically by iteration of two processes: 1 : 100
dilution and dynamization by vigorous shaking. The two processes were repeated until extremely dilute
solutions were obtained, where the chemical composition was identical to that of the solvent. Electrically,
solutions were exposed to strong electrical impulses altered by the electrical field of the donor substance.
This way the “information” of the donor substance was (supposedly) epitaxially imprinted into the acceptor
solution. The electrical conductivity and UV-VIS spectroscopy measurements were applied to the physical
characterization of ultrahigh dilutions or by electrical treatment “imprinted” potassium chloride and Milli-g
water. The experimental results were compared to the ones of analogous untreated control solutes.
Pheromone tests were applied for verifying the influence of mechanically or electrically (supposedly)
imprinted “information” of pheromones N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone and N-hexanoyl-L-
homoserine lactone. However, with the methods we used (pheromone test with indicator bacteria
Chromobacterium violaceum CV026, UV-VIS spectroscopy and electrical conductivity measurements) these
influences were not proven. However, on the basis of the electrical conductivity measurements interesting
cognitions were found. After 370 days excess conductivity of 2, 5 and 10 mL solutions gave 43, 36 and 27 %
of measured conductivity, respectively. We found significantly higher conductivity values than those of
freshly prepared chemically analogous solutions in all aged solutions (treated and untreated) except for those
stored frozen. The results surprisingly resemble a previously observed phenomenon in liquid water, which
develops when water is stored in closed vessels for some time and where the presence of ions seems to play a
significant role. This phenomenon was termed autothixotropy due to weak gel-like behaviour of water
developing spontaneously over time. We suggest that salt ions and contact with hydrophilic glass surface are
the determinative conditions for the occurrence of the phenomenon.
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KAZALO SLIK

Sl 1: Shema mioglobina (modra povr$ina) s 1911 vodnimi molekulami. Okoli
proteina je ~ 5 A debel hidratacijski ovoj. Priblizno 200 vodnih molekul
so locili od ozadja z visoko resolucijsko kristalografijo z rentgenskimi
zarki (Vir: Frauenfelder in sod. 2009). 5
Sl 2: Shema strukture molekule vode, ponazorjena s §tirimi sp>-hibridiziranimi
elektronskimi pari. Opomba: shema ne ponazarja dejanske podobe
molekule  vode, ki je bolj  okrogla  (Vir:  Chaplin
http://www.lIsbu.ac.uk/water/). 7
Sl 3: (a) Geometrija tetraedri¢ne koordinacije vodnih molekul in (b) defekti z
razcepljenimi vodikovimi vezmi. Za (b) Sciortino in sodelavci (1991)
domnevajo, da imajo klju¢no vlogo v molekulski mobilnosti vode v
tekocem stanju (Vir: Ball 2008). 8
Sl. 4: Topljenje kationov in anionov: (a) konvencionalni pogled in (b)
orientacija vode, odkrita s sipanjem nevtronskih zarkov Sopra in
sodelavcev (1977) (Vir: Ball 2008). 11
SI. 5: Hidrofobni privlak po modelu Luma in sodelavcev (1999). Hidrofobne
povrsine so obdane s tanko plastjo pare, pri neki kriti¢ni razdalji D se
voda v medprostoru kolektivno izsusi (Vir: Ball 2008). 14
Sl. 6: Kloridni most t-butil alkohola v vodni raztopini z NaCl po Finneyu in
Bowronu (2004) (Vir: Ball 2008). 16
SIL7: Skrivnostni mehurcki na hidrofobni povrsini so teoreti¢no premajhni, da
bi lahko obstajali (velikost slike je 4 pm?) (Vir: Borkent in sod. 2007). 17
Sl 8: Znaclilne dimenzije nanomehur¢kov: r = 50 nm — 6 pm, rs = 25 — 1000
nm, h=5—-20 nm in 6 = 135°- 175°. Prevod angl. — slo.: liquid — tekoce,
gas — plin, solid — trdno, contact angle — sti¢ni kot, gas-liquid surface —
povrsina plin-tekocina, gas-solid surface — povrsina plin-trdno, bubble

volume — volumen mehurcka (Vir: Chaplin

http://www.lsbu.ac.uk/water/). 18
SI. 9: Orientacijsko urejanje vodnih molekul ob lipidnem dvosloju po Chengu

in sodelavcih (2003) (Vir: Ball 2008). 19
Sl. 10: Primeri izkljucitev topljencev z razlinih povrSin. (a) Izkljucitev

topljencev (EXCL) z blizine gela poliakrilatne kisline. Gel so polozili na
krovno stekelce in dolili suspenzijo 1-um karboksiliranih mikrosfer ter
opazovali z invertnim mikroskopom z 20x objektivom. Slikali so po 20
minutah. Mikrosfere (desni del slike) so podvrZzene aktivnemu
termi¢nemu gibanju. (b) Izkljucitev mikrosfer z bliZine bioloskih tkiv. V
osmih vzorcih, ki so jih pregledali pod podobnimi pogoji, so nasli
izkljucitvene cone velikosti 360 = 50 pum. (¢) Opti¢no vlakno FS-SC-
7324, Thorlabs, Newton, NJ, (levo) z akrilatnim polimernim premazom, 22
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SI.

Sl.
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Sl.

SI.

Sl.

SI.

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

potopljeno v suspenzijo mikrosfer. Mikrosfere so se pomaknile proti
desni. 20x objektiv, 2-um karboksilirane mikrosfere. (d) Hidrofilni
monosloj, ki vsebuje COOH skupine, z izkljucitveno cono. (e) Film
Nafiona-117 sulicaste oblike, debeline 170 um, vstavljen med dva
krovna stekelca z vecjo debelino od filma. Zunanji film Nafiona so
prepojili s suspenzijo karboksiliranih mikrosfer s premerom 2-pum.
Temne cone so brez mikrosfer. Stevilke zgoraj desno pa kaZejo ¢as po
prepojitvi s suspenzijo. Prikazano je le prvih nekaj minut. (f) Zica iz
nerjavnega jekla brez hidrofilnih skupin na povrsini, vrinjena med dva
krovna stekelca, izpostavljena suspenziji mikrosfer — izkljucitvena cona
se ne pojavi. Prevod angl. — slo.: microspheres — mikrosfere, muscle —
miSica, optical fibre — opti¢no vlakno, monolayer — monosloj, wire — Zica
(Vir: Zheng in sod. 2006).

Shema eksperimenta merjenja elektricne napetosti vode (Vir:
Ovchinnikova in Pollack 2009).

Gneca v citoplazmi. Zaradi ve¢je nazornosti so manjse molekule narisane
samo Vv zgornjem desnem kotu skice (Vir: Goodsell 1993).

(a) Prenos vodikovih ionov (H") v vodi poteka po de Grotthussovem
mehanizmu, pri katerem se vodikove (Crtkane ¢rte) in kovalentne vezi
(nepretrgane c¢rte) med vodnimi molekulami prekinjajo in ponovno
vzpostavljajo. Mehanizem lahko vsebuje poljubno stevilo molekul vode,
Xantheas (2009) pa je sliko poenostavil s $tirimi molekulami. (b-d)
Zundelov kation je najmanjSa strukturna enota, v kateri si proton delita
dve vodni molekuli. Njegovi nacini nihanja, ki so jih simulirali Vendrell
in sodelavci (2009), so (b) valen¢na nihanja O-H vezi, (c) upogibanje v
ravnini vezi vodnih molekul navznoter in (d) nihanja med vodnimi
molekulami in protonom (Vir: Xantheas 2009).

Shema metod, ki smo jih uporabili za merjenje vpliva molekulske
»informacije«.

Shema Elibratorja.

2,5- in 20-mL steklenicki.

Sistemi z razlicnimi dielektriénimi konstantami termostatske kopeli: a)
vodna kopel z ¢ ~ 80, b) oljna kopel z ¢ ~ 2,5 in c) brez termostatske
kopeli, steklenicka obdana z zrakom z ¢ ~ 1.

Prevodnost KON, 0,05 mmol/L NaHCO3 pri 25 °C, merjene v celicah s
konstantami 53,9/cm (rdeca), 22,7/cm (modra) in 3,3/cm (zelena).
Prevodnost EV v odvisnosti od frekvence z intervali SE pri 25 (rdeca) in
5 °C (modra) v celicah s konstantami 22,7/cm (») in 53,9/cm (0); N[/]
25°C:9,5°C: 5.

Prevodnost EK v odvisnosti od frekvence z intervali SE pri 25 (rdeca) in
5 °C (modra) v celicah s 33,2/cm (A) in 6,6/cm (0); N[/] 25 °C: 9, 5 °C:
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5.

Prevodnost KON v odvisnosti od frekvence z intervali SE pri 25 (rdeca)
in 5 °C (modra) v celici s konstanto 3,3/cm; N[/] 25 °C: 9, 5 °C: 5.
Zacetek ordinate je pri 4 uS/cm.

Ponovljivost prevodnosti ¢ pri staranju PR1 in PR2. ¢ prvi (izhodis¢na
prevodnost) in 310. dan z intervali SE, merjena pri 25 °C in 1000 Hz, ¢e
zdruzimo obdelave; N [/] PR1: 28, PR2: 27.

Ponovljivost prevodnosti 310 dni staranih KON (modra), MV (rdeca),
MK (zelena), EV (svetlo modra) in EK (oranzna) priprav PR1 ter PR2 z
intervali SE pri 25 °C in 1000 Hz; N [/] PR1: KON 5, MV 5, MK 7, EV
5 EK 7; PR2: KON 7, MV 5, MK 5, EV 5, EK 5.

Ponovljivost frekven¢nih ucinkov priprav PR1 (modra) in PR2 (rdeca)
prvi in 310. dan staranja z intervali SE, ¢e zdruzimo obdelave. o merjena
pri 25 °C; N [/] PR1: 28, PR2: 27.

Ponovljivost frekvenénih ucinkov pri staranju z intervali SE obdelav
KON (rdec¢a), MV (modra), MK (zelena), EV (svetlo modra), EK
(oranzna) priprav PR1 in PR2 pri 25 °C. PR1 in PR2 starane 310 dni; N
[/] PR1: KON 5, MV 5, MK 7, EV 5, EK 7, PR2: KON 7, MV 5, MK 5,
EV 5, EK 5.

Vpliv volumna staranja na prevodnost 2 (modra), 5 (rdeca) in 10 mL
(zelena) z intervali SE, ¢e zdruzimo obdelavi. ¢ merjena prvi (izhodiS¢na
prevodnost) in 370. dan pri 25 °C in 1000 Hz; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10,
10 mL: 10.

Prevodnost svezih (UK) in v 2 (modra), 5 (rdeca) ter 10 mL (zelena)
staranih raztopin NaHCOj3; v odvisnosti od koncentracije NaHCOsg;
obdelavi EV in EK sta zdruZeni. Prevodnost nad UK je presezna.

Vpliv volumna staranja EV in EK na koeficient izmerjene in teoreticne
prevodnosti, o/oyk, z intervali SE. o merjene pri 25 °C in 1000 Hz. EV in
EK starani 370 dni v 2 (modra), 5 (rdeca) in 10 mL (zelena); N [/] EV: 2
mL (3), 5 mL (5), 10 mL (5); EK: 2 mL (5), 5 mL (5), 10 mL (5).

Vpliv razmerja S/V na presezek prevodnosti, a,, z intervali SE, merjeno
pri 25 °C in 1000 Hz; EV in EK so zdruZeni. EV in EK starani 370 dni v
2 mL s 4,0/cm (modra), 5 mL z 2,6/cm (rde¢a) in 10 mL z 2,1/cm
(zelena); N [/] 4,0/cm: 8, 2,6/cm: 10, 2,1/cm: 10. Zacetek abscise je pri
1,5/cm.

Vpliv volumna staranja EV (svetlo modro) in EK (oranzna) na
frekven¢ni ucéinek pri 1000 (polno), 10 000 (¢rtasto) in 100 000 Hz
(pik¢asto) z intervali SE. Prevodnosti ¢ merjene pri 25 °C. Obdelavi
starani 370 dni v 2, 5in 10 mL; N [/] EV: 2 mL (3), 5 mL (5), 10 mL (5),
EK: 2 mL (5), 5 mL (5), 10 mL (5).

Vpliv obdelav EV (svetlo modra) in EK (oranzna) na frekvencne ucinke
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SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

Sl.

SI.

SI.

SI.

32:

33:

34:

35:

36:

37 a):
37 b):
38 a):

38 b):

38 ¢):

pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz z intervali SE, ¢e zdruzimo volumne; N
[/] EV: 13, EK: 15.

Frekvencni ucinki pri 1000 (polno), 10 000 (¢rtkano) in 100 000 Hz
(pik¢asto) svezih in 370. dni v 2 mL (modra), 5 mL (rdeca) in 10 mL
(zelena) staranih raztopin z enakimi koncentracijami NaHCOj; z intervali
SE, merjene pri 25 °C, ¢e zdruzimo obdelavi; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10, 10
mL: 10.

Vpliv polozaja staranja na prevodnost po 310. dneh PR (modra), ST
(rdeca) in MD (zelena) z intervali SE, ¢e zdruzimo obdelave. o merjena
prvi (izhodis¢na prevodnost) in 310. dan staranja pri 25 °C in 1000 Hz; N
[/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

Vpliv polozaja staranja na prevodnost ¢ po 310. dneh PR (modra), ST
(rdeca) in MD (zelena) z intervali SE, ¢e zdruzimo obdelave. ¢ merjena
prvi (izhodis¢na prevodnost) in 310. dan staranja pri 5 °C in 1000 Hz; N
[/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

Prevodnost svezih (UK) in na polozajih PR (modra), ST (rdeca) ter MD
(zelena) staranih obdelav pri 25 °C in 1000 Hz v odvisnosti od CnaHcos-
Obdelave so zdruzene, prevodnost nad UK je presezna.

Prevodnost sveZih (UK) in na polozajih PR (modra), ST (rdeca) ter MD
(zelena) staranih obdelav pri 5 °C in 1000 Hz v odvisnosti od CnaHcos-
Obdelave so zdruzene, prevodnost nad UK je preseZna.

Vpliv poloZaja staranja PR (modra), ST (rde¢a) in MD (zelena) na /oy
z intervali SE (zdruZene obdelave, frekvence in temperaturi).

Vpliv polozaja staranja PR, ST in MD na a/oyk z intervali SE pri 1000
Hz 25 (rdeca) in 5 °C (modra); zdruZene obdelave.

Vpliv frekvence na oloyk z intervali SE po oceni LMM (zdruzeni
polozaji, obdelave in temperaturi).

Vpliv frekvence na oloyk polozajev PR (modra), ST (rde¢a) in MD
(zelena) z intervali SE pri 25 °C (zdruZene obdelave). Zacetek ordinate je
pri 60 %.

Vpliv frekvence na o/oyk polozajev PR (modra), ST (rde¢a) in MD
(zelena) z intervali SE pri 5 °C (zdruZene obdelave). Zacetek ordinate je
pri 80 %.

Koeficienti a/oyk pri 25 (rdeca) in 5 °C (modra) z intervali SE (zdruZeni
polozaji, frekvence in obdelave). Zacetek ordinate je pri 139 %.
Koeficienti o/oyk pri 5 (modra) in 25 °C (rdeca) ter frekvencah 1000, 10
000 in 100 000 Hz z intervali SE (zdruzeni poloZaji in obdelave). Zacetek
je ordinate pri 135 %.

Obdelave PRKON, PRMV, PRMK, PREV in PREK (levo), STKON,
STMV, STMK, STEV ter STEK (sredina), MDKON, MDMV, MDMK,
MDEV in MDEK (desno) pri 5 (modra) ter 25 °C (rdeca) ter 1000, 10
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000 in 100 000 Hz. o/ouk z intervali SE.

Sl. 42: Vpliv polozaja staranja na frekvencne ucinke pri 1000 (polno), 10 000
(Crtasto) in 100 000 Hz (pikcasto) pri 25°C z intervali SE. Obdelave
KON (modra), MV (rdeca), MK (zelena), EV (svetlo modra) in EK
(oranzna), starane na polozajih PR, ST in MD 310 dni; N [/] KON: PR
(5), ST (3), MD (3), MV: PR (7), ST (4), MD (3), MK: PR (7), ST (4),
MD (5), EV: PR (5), ST (5), MD (4), EK: PR (5), ST (4), MD (5). 81

Sl. 43: Vpliv polozaja staranja na frekvencne ucinke pri 1000 (polno), 10 000
(¢rtasto) in 100 000 Hz (pikcasto) pri 5°C z intervali SE. Obdelave KON
(modra), MV (rdeca), MK (zelena), EV (svetlo modra) in EK (oranzna),
starane na polozajih PR, ST in MD 310 dni; N [/] KON: PR (5), ST (3),
MD (3), MV: PR (7), ST (4), MD (3), MK: PR (7), ST (4), MD (5), EV:

PR (5), ST (5), MD (4), EK: PR (5), ST (4), MD (5). 82
Sl. 44: Plos¢e obdelav KON (sredine plos¢) in MF (12cH, 9dH, 12dH) ter EF

(na robovih). 84
Sl. 45: Feromonski test brez temperaturnega stresa z ocenami obarvanja in

intervali SE KON (modra), MF1 (rdeca), MF2 (zelena) ter MF3 (svetlo

modra); z OHHL inkubacija pri 20 °C, N=3. Zacetek abscise je pri 9 h. 85
Sl. 46: Feromonski test z ocenami obarvanja in intervali SE KON (modra), MF1

(rdeca), MF2 (zelena) ter MF3 (svetlo modra); prekonoc¢na kultura 2 h pri

4 °C, z OHHL inkubacija pri 20 °C, N [/] KON (6), MF1 (3), MF2 (3),

MF3 (6). Zacetek abscise je pri 12 h. 86
SI. 47: Cas prvega obarvanja ploi¢ glede na trajanje temperaturnega stresa in
temperaturo inkubacije; N=2. 87

Sl.48a):  Feromonski test KON (modra) in MF2 (rde¢a); prekono¢na kultura 6 h

pri 4 °C, z OHHL inkubacija pri 20 °C. Ocene obarvanja z intervali SE;

N [/] KON (8), MF2 (8). Zacetek abscise je pri 12 h. 88
SI. 48 b):  Feromonski test KON (modra) in MF2 (rdeca); prekono¢na kultura 6 h

pri 4 °C, z OHHL inkubacija pri 20 °C. Asgs z intervali razlik med dvema

paralelkama; N=2. 89
Sl.49a):  Feromonski test 2 KON (modra) in MF2 (rdeca); prekono¢na kultura 6 h

pri 4 °C, z OHHL inkubacija pri 20 °C. Ocene obarvanja z intervali SE;

N [/] KON (5), MF2 (5). Zacetek abscise je pri 12 h. 90
SI.49Db):  Feromonski test 2 KON (modra) in MF2 (rdeca); prekono¢na kultura 6 h

pri 4 °C, z OHHL inkubacija pri 20 °C. Asgs 18 ur po inkubaciji; N=5.

Zacetek ordinate je pri 0,3. 90
Sl. 50: Feromonski testi v tekocih gojis¢ih. Asgs z intervali odstopanj od

povprecja dveh paralelk KON in MF2. 92
SI. 51: Feromonski testi na malih plos¢ah in v malih epruvetah. Razmerje med

Asgs MF2 oziroma EF1 in Asgs KON z intervali SE; N=5-8. 94

SI. 52: Prevodnost svezih (UK) in staranih raztopin v odvisnosti od Cnancosz — VS 100
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rezultati pri 25 °C in 1000 Hz. Staranje 310 dni v 2 mL pri razli¢nih
polozajih: PR, ST in MD (modro) ter 370 dni v razli¢nih volumnih: 2
mL, 5 mL in 10 mL (rdece). Prevodnost nad UK je presezna.

Sl. 53: Vpliv polozajev staranja na frekvencne ucinke pri 1000 (polno), 10 000
(Crtasto) in 100 000 Hz (pikc¢asto) 25 °C z intervali SE pri zdruZenih
obdelavah. Prevodnost merjena prvi (izhodis¢ni H) in 310. dan staranja
PR, ST in MD; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20. 103

Sl. 54: Vpliv volumna staranja na frekven¢ne ucinke pri 1000 (polno), 10 000
(¢rtasto) in 100 000 Hz (pikcasto) 25 °C z intervali SE pri zdruzenih
obdelavah. Prevodnost merjena prvi (izhodis¢na H) in 370. dan v 2 mL, 5
mL in 10 mL; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10, 10 mL: 10. 104

Sl. 55: Koeficienti o/oyk v odvisnosti od razmerja med volumnom zraka in
volumnom raztopine (Vzrax/Vraztorina) Med staranjem 310 oziroma 370
dni na polozaju PR. Prevodnost merjena pri 25 °C in 1000 Hz z intervali
SE; obdelave so zdruzene. Zacetek ordinate je pri 130 %. N [/]: 0,25
mL/mL: 28, 1 mL/mL: 10, 3 mL/mL: 10, 9 mL/mL: 8. 106

Sl. 56: Levo: HyperChem simulacija vode v nanocevki s premerom 4,07 nm, Ki
kaze urejanje vode v nanocevki enakega premera kot na sliki TEM.
Prevod angl. — slo.: carbon — ogljik, oxygen — kisik, hydrogen — vodik.
Sredina: Precni prerez kaze sloj vode s pove€ano gostoto na meji med
vodo in steno nanocevke. Desno: TEM slika — po obdelavi v avtoklavu v
nanocevki opazimo ujeto vodo, ki v 4-nm kanalu ne naredi meniskusa na
meji s plinom (Vir: Naguib in sod. 2004). 107
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Asgs absorbanca pri 585 nm [/]
AHL acil homoserin lakton
dH,0O destilirana voda
EF raztopina z »informacijo« feromona, obdelana z elektrogeno epitaksijo
€ dielektri¢na konstanta [/]
EK raztopina z »informacijo« KCl, obdelana z elektrogeno epitaksijo
EV raztopina z »informacijo« vode, obdelana z elektrogeno epitaksijo
f frekvenca izmeni¢nega toka merilnika prevodnosti [Hz]
o izmerjena prevodnost [uS/cm]
ot prevodnost pri frekvenci f; f = 100, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz
olouk koeficient izmerjene in teoreticne prevodnosti [%]
olouks koeficient izmerjene in teoreticne prevodnosti pri frekvenci f [%]
OUK teoreti¢na prevodnost [uS/cm]
H frekvenc¢ni ucinki
HHL N-heksanoil-L-homoserin lakton
KON kontrola, neobdelana izhodi$¢na raztopina
LB gojisce Luria-Bertani
LMM linearni mesSani model
MD poloZaj staranja raztopin v zamrzovalniku pri — 20 °C (glej pregl. 7)
MF raztopina z »informacijo« feromona, obdelana z mehanogeno epitaksijo
MK raztopina z »informacijo« KCl, obdelana z mehanogeno epitaksijo
MPM »Repeated meassures« ANOVA, ANOVA s ponavljajo¢imi se meritvami
Mq Milli-q voda
MV raztopina z »informacijo« vode, obdelana z mehanogeno epitaksijo
N Stevilo paralelk
OHHL N-(3-okso-heksanoil)-L-homoserin lakton
op, oplo presezek prevodnosti, razmerje med presezno in izmerjeno prevodnostjo
PK prekonoc¢na kultura
PR polozaj staranja raztopin na prostem (glej pregl. 7)
RSE relativna standardna napaka
S zaporedna Stevilka steklenicke z vzorcem
SD standardna deviacija
SE standardna napaka
ST polozaj staranja raztopin v stiroporu, ovitih z aluminijasto folijo (glej pregl. 7)
TNP S-W  test normalnosti porazdelitve Shapiro-Wilk
UA univariantna analiza
UK umeritvena krivulja
\Y volumen

A razlika med paralelkama
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SLOVARCEK

Dinamizacija (glej mehanogena epitaksija).

Elektrogena epitaksija je oznaka, ki smo jo uporabili za metodo, ki so jo razvili na Institutu
Bion, s katero strukturo donorne substance (izhodne snovi) prek elektricnih impulzov
predvidoma prenesemo v sprejemno teko¢ino (Jerman in sod. 2005). Slednjo v nadaljevanju
imenujemo obdelana z elektrogeno epitaksijo.

Epitaksija je metoda, pri kateri se kristalna snov nalaga oziroma raste na kristalnem substratu
in ima enako orientacijo kot substrat. Sloj, ki zraste oziroma se naloZi imenujemo epitaksi¢ni
sloj. Epitaksijo uporabljajo za izdelavo polprevodnikov in v nanotehnologiji. Beseda
epitaksija izhaja iz grskih korenin epi, kar pomeni »nad«, in taxis, ki pomeni »urejeno«. To
lahko prevedemo tudi z urejati nad. V tem doktorskem delu izraz epitaksija uporabljamo za
predvideni prenos »informacije« o strukturi spojine iz ene snovi na drugo brez snovnega
prenosa in kemijskih reakcij.

Mehanogena epitaksija je oznaka, ki smo jo uporabili za metodo, s katero z izmeni¢nim
redéenjem in dinamizacijo (mehanski tresljaji, lahko tudi zvok in vrtljaji) predvidoma
prenesemo strukturo donorne substance (izhodne snovi) v sprejemno tekocino. Slednjo v
nadaljevanju imenujemo obdelana z mehanogeno epitaksijo.

Raztopina, obdelana z epitaksijo, je raztopina, ki je (vsaj domnevno) epitaksi¢no
preoblikovana.

Sprejemna epruveta je epruveta iz navadnega stekla z izhodis¢no tekocino, ki je akceptor
»informacije«, v katero epitaksi¢no vtiskujemo strukturo donorja.

Tiksotropija je lastnost nekaterih gelov ali tekocin, ki so pri normalnih pogojih gosti in
viskozni ter postanejo bolj tekoc¢i, manj viskozni, ko jih meSamo ali gnetemo. Tiksotropne
lastnosti imajo na primer nekatere vrste gline in medu.
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1 UVvOD

V zadnjih desetletjin postaja vse bolj jasno, da je komunikacija med bakterijami
kompleksna in raznolika. Bakterije torej niso enoceli¢ni »osamelci«, temve¢ »socialne«
kreature, ki se kompleksno odzivajo na drazljaje v okolici (Lyon 2008). VecCina bakterij
komunicira s sistemom za zaznavanje celi¢ne gostote oziroma kvoruma (Khmel in sod.
2008), ki so ga Nealson in sodelavci (1970) odkrili pri preucevanju bioluminiscence
morske bakterije Vibrio fischeri (Hastings in Greenberg 1999).

Zaznavanje kvoruma bakterijam omogoca, da ob zanje ustreznem ¢asu pri¢nejo izlocati
sekundarne metabolite, kot so virulen¢ni faktorji, toksini, eksopolisaharidi in antibiotiki
(Von Bodman in sod. 2003), preidejo iz eksponencialne v stacionarno fazo rasti (Lazazzera
2000), priénejo podvajati kromosome (Withers in Nordstrom 1998) in tvoriti biofilme
oziroma bakterijske trate (Kjelleberg in Molin 2002). Z zaznavanjem kvoruma celice ali
skupine celic uravnavajo fiziologijo in vplivajo na obnaSanje drugih celic z aktivno ali
pasivno prenesenimi avtoinducenti.

Do sedaj je odkritih ze mnogo avtoinducentov (Dong in Zhang 2005), najbolj natan¢no
raziskani pa so acil-homoserin laktoni (AHL) v gramnegativnih bakterijah. AHL se v
razli¢nih bakterijah pojavljajo z enako homoserin laktonsko enoto in razliénimi stranskimi
acilnimi  skupinami  (Fugua in Greenberg 2002). Chromobacterium violaceum,
gramnegativna bakterija, ki jo najdemo v prsti in vodnem okolju tropskih ter subtropskih
predelov, kot odgovor na mejno koncentracijo avtoinducentov N-heksanoil-L-homoserin
laktonov (HHL) sintetizira vijoli¢ni pigment violacein (Lichstein in van de Sand 1945). Pri
sintezi HHL sodeluje encim sintaza Cvil, ki spada v druzino encimov Luxl. Ko HHL
doseze mejno koncentracijo, difundira nazaj v bakterije, kjer se veze na transkripcijski
regulator CviR, iz druzine encimov LUXR, in sodeluje pri prepisovanju genov za sintezo
violaceina. Violacein poznajo Ze od leta 1882 (Boisbaudran) kot v vodi netopno vijolicno
barvilo mikrobioloskega izvora, ki $Citi bakterije pred UV sevanjem (Antonio in
Creczynski-Pasa 2004). Poleg tega deluje tudi antibakterijsko (Duran in sod. 1983, Duran
in Menck 2001, Lichstein in Van de Sand 1945) in antivirusno (Duran in Menck 2001,
Andrighetti-Frohner in sod. 2003).

Nekatere rastline proizvajajo motilce bakterijske komunikacije, kot so na primer furanoni,
flavonoli, flavanoni, dihidroflavonoli in drugi fenoli, ki bakterijam preprecujejo
komunikacijo z zaznavanjem kvoruma. Zaradi tega postanejo manj patogene, ne tvorijo
bakterijskih trat in ne izlocujejo toksinov (Popova in sod. 2007, Aljadi in Yusuff 2003,
Kiiciik in sod. 2007, Bauer in Robinson 2002, Adonizio in sod. 2006, Costerton in sod.
1995). Taksni motilci bakterijske komunikacije imajo veliko prednost pred antibiotiki v
tem, da je razvoj odpornosti nanje tezko verjeten (Otto 2004). Zal pa je vedina do sedaj
poznanih motilcev preve¢ toksi¢nih, da bi jih lahko uporabili v medicini, kmetijstvu ali
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prehrambni industriji (Bosgelmez-Tinaz in sod. 2007, Truchado in sod. 2009). Ena izmed
moznosti razvoja netoksi¢nih motilcev bakterijske komunikacije, ki smo jo preucevali v
doktorski $tudiji, je s pomocjo epitaksije (glej Slovaréek). V doktorskem delu besedo
epitaksija uporabljamo za predvideni prenos »informacije” o strukturi snovi s povrsine ene
snovi (izhodne) na drugo (sprejemno) brez snovnega prenosa in kemijskih reakcij. Pri
mehanogeni epitaksiji prenos »informacije« predvidoma poteka z izmeni¢nim redéenjem
in dinamiziranjem; pri dinamiziranju v raztopino vnesemo kineti¢no energijo z mo¢nim
mehanskim ali ro¢nim tresenjem. Pri elektrogeni epitaksiji pa se »informacija« o strukturi
izhodne snovi predvidoma prenese v sprejemno raztopino preko pulznega elektricnega
polja, spremenjenega zaradi elektriénega polja donorne (izhodne) snovi (Jerman in sod.
2005).

Elija in sodelavci raziskujejo fizikalno - kemijske lastnosti raztopin natrijevega hidrogen
karbonata, obdelanih z mehanogeno epitaksijo. Objavili so ve¢ kot deset ¢lankov na to
temo (glej npr. Elia in Niccoli 1999, 2000 in 2004, Elia in sod. 2004, 2005, 2007, 2008,
2009 in 2010, Belon in sod. 2008, Cacace in sod. 2009). Raztopine so izmeni¢no red¢ili 1 :
100 in dinamizirali (sunkovito tresli) vse dokler niso pripravili ekstremno razred¢enih
raztopin z enako kemijsko sestavo kot topilo. Merili so toploto meSanja in elektri¢no
prevodnost ekstremno razred¢enih raztopin ter rezultate primerjali z analognimi toplotami
mesSanja in elektricno prevodnostjo neobdelanega topila. Opazili so znacilne eksotermne
presezke toplote in visje elektriéne prevodnosti kot v neobdelanem topilu. Rezultate so
pripisali samoorganizaciji vode v molekulske agregate zaradi vnosa kineti¢ne energije med
dinamiziranjem.

Za nas najbolj zanimiva metoda, ki jo uporablja Neapeljska raziskovalna skupina Vittoria
Elije, je merjenje prevodnosti. Protonski hip-hop mehanizem po de Grotthusu iz leta 1806,
ki je odlo¢ilen pri merjenju prevodnosti natrijevega hidrogen karbonata, je namred
pomemben proces v prostorsko omejenih (angl.: constraint) prostorih, kjer se voda ne
more razporediti v 3-D strukture (kot na primer v celici) (Agmon 1995). Po tem
mehanizmu prenos protonov in hidroksilnih anionov poteka tako, da protoni sami ne
potujejo skozi medij, ampak nihajo okoli ravnovesne lege in se enkrat pojavijo na enem,
nato pa na drugem mestu (Agmon 1995). To poteka tako, da se med sosednjimi
molekulami vode prekinjajo in ponovno vzpostavljajo kovalentne in vodikove vezi. Bolj,
kot so molekule vode urejene z vodikovimi vezmi, hitrejsi je prenos (Han in sod. 2006).

1.1 DELOVNA HIPOTEZA

Delovna hipoteza je ugotovitev, ali lahko tako z mehanskimi vplivi kot tudi prek moc¢nih
elektri¢nih impulzov v vodne raztopine prenesemo molekulsko informacijo enostavnih in
bolj kompleksnih kemijskih spojin. Kot vir molekulske informacije bomo uporabili KCl,
vodo in feromon, ki je motilec bakterijske komunikacije. Predpostavljamo, da bo z
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elektrogeno in mehanogeno epitaksijo informirana raztopina imela spremenjene kemijsko-
fizikalne lastnosti, druga¢ne od kontrolne neinformirane raztopine, in podobne bioloske
ucinke kot izhodis¢na snov (feromon).

Delovno hipotezo smo preverili na naslednje nacine:

e Z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo obdelane ter neobdelane raztopine smo
pripravili v razli¢nih topilih in primerjali njihove UV-VIS spektre.

e Pri poskusih z indikatorskimi bakterijami CV026 smo kvalitativno in / oziroma
kvantitativno spremljali koli¢ino sintetiziranega violaceina v odvisnosti od
obdelave raztopine avtoinducenta. Sev CV026 ima namre¢ okvarjen gen za sintezo
avtoinducentov, acil homoserin laktonov (AHL), medtem ko kot odgovor na
prisotnost AHL v gojis€u sintetizira violacein (McClean in sod. 1997). Poskuse
smo zasnovali tako, da smo v gojis€e dodali dovolj AHL za sprozitev sistema za
zaznavanje kvoruma v bakterijah. Pri tem smo raztopino AHL obdelali na tri
nacine, z mehanogeno in elektrogeno eptaksijo, ter brez obdelave.

e Merjenje prevodnosti (pri petih razli¢nih frekvencah) svezih in staranih raztopin
NaHCOg pri 25 in 5 °C smo spremljali s kemijsko analizo z masnim spektrometrom
z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). Raztopine NaHCO3 smo obdelali na tri
nac¢ine: Z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo ter brez obdelave. Raztopine smo
hranili v treh razlicnih volumnih z razli€énimi stiénimi povrSinami s steklom. Da bi
preverili, kako svetloba, tresenje in temperatura vplivata na presezek prevodnosti,
smo raztopine starali izpostavljene svetlobi in morebithemu tresenju, zavarovane
pred svetlobo in tresljaji ter pri -20 °C.

1.2 AVTOTIKSOTROPIJA VODE

Delovne hipoteze z nobeno izmed uporabljenih metod nismo uspeli potrditi. Pri meritvah
prevodnosti pa smo opazili nenavadno lastnost vodnih raztopin, ki se izrazi, ko nekaj ¢asa
stojijo na miru. Odprla nam je povsem nova vprasanja.

Rezultati, ki smo jih dobili pri merjenju prevodnosti nakazujejo, da je bistveni faktor za
presezne lastnosti, ki smo jih izmerili tako Elija in sodelavci (2008) kot mi, ¢as in ne
obdelava z mehanogeno epitaksijo. Presezne lastnosti SO namre¢ (tako kot mi) izmerili
Sele, ko so raztopine nekaj Casa stale. To pa je presenetljivo v skladu z desetletnimi
opazovanji Bohumila Vybirala, ki je opazil, da razred¢ene vodne raztopine soli, ki jih
pustimo dlje Casa stati, razvijejo avtotiksotropne lastnosti (Vybiral 2006, Vybiral in
Voracek 2007).

Voda je nenavadna spojina. Kar dve tretjini nasega planeta prekriva in uporabljamo jo v
vseh vidikih Zivljenja. Vsi se strinjajo, da je mreza vodikovih vezi, s katerimi se
povezujejo molekule H,O, odgovorna za njene nenavadne lastnosti (Fisenko in Malomuzh
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2008). Ce bi bile te vezi mocnejie, bi bila voda podobna steklu. Ce pa bi bile Sibkejse, bi
bila voda pri sobni temperaturi plin. Njene nenavadne lastnosti so po mnenju vecine
raziskovalcev razlog za vzpostavitev in vzdrzevanje zivljenja (Chaplin 2006, Henry 2005,
2009). Ker je njena gostota najvi§ja pri 4 °C, ko je v tekoem stanju, in ne pri talis¢u, kot
pri obicajnih tekocCinah, jezera in oceani ne zamrznejo do tal, kar je gotovo pripomoglo k
vzpostavitvi kompleksnega zivljenja na Zemlji.

Kaksna pa je vloga vode v celicah, sestavnih delih Zivih organizmov? Po konvencionalnih
vidikih je zgolj neproblemati¢no, povsem navadno topilo Zivljenjsko pomembnim
bioloskim molekulam, kot so proteini, DNA in RNA. Mnogo raziskovalcev Se dandanes
objavlja samostojne slike proteinov, na katerih je voda nakazana zgolj s temnim ozadjem
(Gerstein in Levitt 1998). Vendar pa je prostorska orientacija in dinami¢no vedenje vode v
hidratacijskem ovoju okoli proteinov po Bizzarri in Cannistraro (2002) tesno povezana z
njihovim delovanjem. Torej bi morali oboje obravnavati skupaj kot zakljuéeno celoto.

Tako je mislil ze Paracelsus, ki je v 16. stoletju zapisal, da voda plese na melodijo
bioloskih molekul (Jacobi 1979). Po Lingu (1993) se voda ob povrSinah iztegnjenih
proteinov polarizira v ve¢ slojih. Chaplin je 2004 Lingovi teoriji dodal spoznanja
Pollackove raziskovalne skupine (Zheng in Pollack 2003), da lahko topljenci zaznajo
hidrofilne povrSine tudi v oddaljenosti nekaj sto mikronov. Nastala je nova teorija, po
kateri so proteini in celina voda tesno povezani ter soodvisni. Kljuéni proteini S svojo
mobilnostjo spreminjajo gostoto in strukturiranje celicne vode ob svojih povrSinah, ki za
protiuteZ nanje vpliva z energijskim statusom in ionsko vsebnostjo celice (Chaplin 2004).

Tradicionalno gledano so povrSine Ze nekaj nano metrov stran nevidne za topljence
(Israelachvili 1992). Zheng in Pollack (2003) pa sta opazila, da topljenci povrsine
hidrofilnih gelov zaznajo tudi na ve¢jih razdaljah. V vodnih raztopinah sta namre¢ nasla
cone, oddaljene kar nekaj sto mikronov od povrsin hidrofilnih gelov, ki so povsem brez
topljencev. Te cone sta poimenovala izklju¢itvene. Z NMR, slikanjem z infrardeco
kamero, UV-VIS absorpcijskimi spektri, dvojno refrakcijo in merjenjem elektri¢énega
potenciala ter viskoznosti je Pollackova raziskovalna skupina pokazala, da ima voda v teh
conah bistveno drugacne lastnosti od sicerSnje (veCinske) vode. Je manj mobilna in bolj
urejena (Zheng in sod. 2006, Pollack in sod. 2009, Pollack in Clegg 2008).



Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2 PREGLED OBJAV
2.1 VLOGA VODE V ZIVIH ORGANIZMIH

V zadnjih dveh desetletjih je postalo jasno, da voda ni zgolj topilo za biolosko pomembne
molekule, ampak aktivno sodeluje pri reakcijah, pomembnih za vzpostavitev in ohranjanje
zivljenja. S svojimi nenavadnimi in edinstvenimi lastnostmi voda vpliva na spreminjanje
konformacijskih stanj proteinov, oblikovanje dvoslojnih fosfolipidnih membran in
povezovanje ter prepoznavanje delov DNA in RNA. Ze Paracelsus je v 16. stoletju zapisal,
da je voda »matrica Zivega in mrtvega sveta« (Jacobi 1979). Zal premnogi biologi vodi
sicer pripisujejo njene nenavadne lastnosti in jih vidijo kot pomembne za nastanek
zivljenja, a vodo Se vedno obravnavajo zgolj kot pasivno ozadje biolosSko pomembnejSim
in dejavnim molekulam (Gerstein in Levitt 1998). KakS$na je torej vloga vode v
biokemijskih procesih celice?

Voda nedvomno aktivno sodeluje z biolosko pomembnimi molekulami. Aktiven volumen
proteinov se zato razteza preko njihovih fiziénih meja in je odvisen od interakcije z bliznjo
vodo oz. z lastnim hidratacijskim ovojem (Frauenfelder in sod. 2009); glej sl. 1. Struktura
in dinamika hidratacijskih ovojev odlo¢a o bioloski funkciji proteinov. Ali drugace,
hidratacijski ovoj in protein nista dve loceni, ampak sta soodvisni enoti. Mnogo proteinov
preko hidratacijske vode posredno reagira z drugimi proteini ali molekulami substrata
(Johnson in sod. 2009).
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Slika 1: Shema mioglobina (modra povrsina) s 1911 vodnimi molekulami. Okoli proteina je ~ 5 A debel
hidratacijski ovoj. Priblizno 200 vodnih molekul so lo¢ili od 0zadja z visoko resolucijsko kristalografijo z
rentgenskimi zarki (Vir: Frauenfelder in sod. 2009).

Figure 1: Diagram of myoglobin (blue surface) with 1911 water molecules. The waters form a shell ~5 A
thick around the protein. Approximately 200 water molecules are distinguishable from background with
high-resolution X-ray crystallography (Source: Frauenfelder et al. 2009).

Mnogi proteini se na DNA najprej vezejo nespecifiéno in nato linearno difundirajo vzdolz
DNA vse dokler ne najdejo tarénega mesta oziroma se brez izpolnjene naloge odcepijo.
Difuzija vzdolz DNA je, merjena in vitro, 2000-krat pocasnejSa od difuzije prostih
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proteinov v raztopini (Rau in Sidorova 2010). Vzrok za 40-50-krat nizjo stopnjo difuzije je
najverjetneje rotacijsko trenje, ki nastane, ko protein sledi vijacnici DNA; protein sledi
dvojni vijaénici in ima pri tem svoje »DNA vezavno mesto« stalno obrnjeno proti DNA
molekuli (Blainey in sod. 2010). Preostali del zmanjSanja difuzije pa pripisujejo zacasnim
prekinitvam elektrostati¢nih interakcij med proteinom in DNA ter spreminjanju strukture
vode na mejni povrsini proteina in DNA (Rau in Sidorova 2010).

Rezultat interakcij med proteini in DNA je odvisen od medsebojnega vpliva dveh
enakovrednih partnerjev. Obe makromolekuli imata svojo znacilno tridimenzionalno
strukturo, ki se mora prilagoditi drugi, da bi dosegla specifi¢nost. V mnogih interakcijah
med proteini in DNA so klju¢ne prav vodikove vezi, ki jih med njima posredujejo
molekule vode (Rohs in sod. 2010). Tainer in Cunningham (1993) sta dokazala, da so
mostovi vodnih molekul pomembni za delovanje encimov. Klju¢ni so za tvorbo kompleksa
med Trp represorjem in njegovim tarénim zaporedjem v genomu (Otwinowski in sod.
1988), visoko urejene H,O pa posredujejo tudi pri specificnem branju nukleotidnih baz
kompleksa transkripcijskih faktorjev RXR-RAR (Rastinejad in sod. 2000).

Studije Fuxreiterja in sodelavcev (2005) z ra¢unalnisko simulacijo Monte Carlo so
potrdile, da ima voda posredniSko vlogo pri interakciji makromolekul in lahko na vec
nacinov pomaga pri prepoznavanju med proteini in ustreznimi deli DNA. Heksapeptid
najprej prepozna hidratacijski sloj vode ob hidrofilni povrsini titanovega dioksida (rutila),
Sele nato se adsorbira na rutilovo povrs§ino (Skelton in sod. 2009). Molekule vode se
namre¢ orientirajo v skladu z elektrostati¢nimi interakcijami titana, kar privlaci nasprotno
nabite funkcionalne skupine na peptidu. Podobno vlogo prevodnika elektrostaticnih
interakcij ima voda pri vezavi aminokislin na kremencevo steklo (Notman in Walsh 2009)
in na mejnih ploskvah proteinov (Samsonov in sod. 2008). S svojim posredovanjem voda
proteinom zagotavlja mobilnost, ki bi bila ob njihovem neposrednem interagiranju s
substrati bistveno okrnjena.

Vodne molekule, ki so prisotne na aktivnem mestu proteina, lahko po vezavi liganda svoje
mesto ohranijo, ali pa jih ligand izpodrine v vecinsko vodo. V obeh primerih je doprinos
vodnih molekul ugoden, vendar pa povsem razli¢en. V primerih, ko ostanejo ujete na
aktivnih mestih, lahko s svojo mrezo vodikovih vezi stabilizirajo kompleks protein-ligand.
V primerih, ko jih ligand izpodrine, pa se sistemu poveca entropija (De Beer in sod. 2010).
Zato moramo pri sintetiziranju ligandov zdravilnih u¢inkovin natan¢no vedeti, kje na mejni
povrsini med ligandom in proteinom se nahajajo molekule vode (Michel in sod. 2009).

Ball (2008) vidi vodo kot raznoliko, prilagodljivo komponento celice, ki aktivno sodeluje
pri biokemijskih reakcijah celice. Pri tem lastnosti vode lo¢i na splo$ne in edinstvene.
Njene sploSne lastnosti lahko pripiSemo vsem nizko molekularnim tekocinam in njeni
sposobnosti, da tvori vodikove vezi, pri cemer te lastnosti niso ni¢ drugacne od lastnosti
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drugih s H-vezmi povezanih teko¢in. Vendar ima voda tudi nekatere lastnosti, ki so
edinstvene in so ocitna anomalija glede na kemijsko sorodne tekocine.

2.1.1 Voda kot tekocina in topilo
2.1.1.1 Struktura vode

Voda je sestavljena iz dveh atomov vodika in enega atoma kisika z molekulsko formulo
H,0. Molekula vode je relativno majhna, s polmerom 0,343 nm. Ker ima kisik vi§jo
elektronegativnost kot vodik in ker je negativni pol molekule zamaknjen stran od
pozitivnega, ima molekula vode dipol in je polarna. Zaradi svoje obilne zastopanosti na
Zemlji je brez dvoma najbolj pomembno polarno topilo (Marcus 1998). Voda ima eno
kar 79). To omogoca elektrolitom, da v njej popolnoma disociirajo. SploSno lahko
napisemo, da je kot med H-O-H enak 104,5°, razdalja med kisikom in vodikom pa 0,97 A.
Kisikov atom v vodi je sp*-hibridiziran. H,O zato vsebuje §tiri tetraedri¢no razporejene
sp*-hibridizirane elektronske pare, dva sta zasedena s kovalentnima vezema med vodikoma
in kisikom, dva pa prosta, usmerjena v oglisc¢a tetraedra (glej sl. 2; Chaplin spletna stran
http://www.lsbu.ac.uk/water/).

Slika 2: Shema strukture molekule vode, ponazorjena s §tirimi sp>-hibridiziranimi elektronskimi pari.
Opomba: shema ne ponazarja dejanske podobe molekule vode, ki je bolj okrogla (Vir: Chaplin spletna stran
http://www.Isbu.ac.uk/water/).

Figure 2: Scheme of water molecule structure, illustrated with sp3- hybridized electrone pairs. Note: this
cartoon of water does not represent its actual outline, which is more rotund (Source: Chaplin webpage
http://www.Isbu.ac.uk/water/).

2.1.1.2 Vodikove vezi

V vodi prevladujejo daljnosezne privlacne sile vodikovih vezi (Enderby in Neilson 1979),
medtem ko v obi¢ajnih tekocinah prevladujejo kratkosezne odbojne sile in se daljnosezne
privlacne sile zaradi termicne agitacije — Brownovega gibanja — izgubijo. Molekule vode
ravno zaradi vodikovih vezi niso tako gosto razporejene kot molekule enostavnih tekocin.
Vodikove vezi so namre¢ linearne vzdolZz osi med dvema kisikovima atomoma (O-HO).
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Ce je os upognjena, se orbitali vodika in kisika slabe prekrivata in je zato vez ibkejsa
(Enderby in Neilson 1979).

Ena od pomembnejsih lastnosti vodikovih vezi je, da so kooperativne (Podgornik 2009).
Ce se vzpostavi vez med dvema molekulama, se laZje vzpostavi $e s tretjo molekulo in
tako dalje. Druga pomembna lastnost je, da so specificne in nastanejo Ssamo med
molekulami, ki imajo vodikove donorje in vodikove akceptorje, kot sta O ter N.
Posamezna molekula vode se lahko na tri razlicne nacine povezuje z drugimi molekulami:
kot dvojni donor, ki odda oba svoja vodika, kot dvojni akceptor, ki sprejme vodika
sosednjih molekul, ter kot donor in akceptor hkrati (Xantheas 2000).

Nastopanje iste molekule vode hkrati v donorski in akceptorski vlogi omogoca ustvarjanje
mreze vodikovih vezi med molekulami vode. V tej mreZi se lahko vodik poveze s kisikom
samo na ustreznem mestu in pod ustreznim kotom. Iz tega razloga pravimo, da imajo
vodikove vezi prostorsko naravo, v Cemer se bistveno razlikujejo od ostalih sil med
nevtralnimi molekulami, kot so van der Waalsove sile (Podgornik 2009). Tetraedri¢na
koordinacijska geometrija vodikovih vezi omogoca, da se vsaka molekula H,O lahko
koordinira s Stirimi drugimi molekulami. Ker pa so molekule v teko¢ini mobilne, ni nujno,
da so zasedene vse S§tiri H-vezi. Z doloCanjem radialne porazdelitvene funkcije (rdf) s
sipanjem nevtronov in racunalniskimi simulacijami so ugotovili, da je povpre¢no Stevilo
sosednjih H-vezi v vodi 3,5 (Enderby in Neilson 1979). Medtem ko so simulacije Sciortina
in sodelavcev (1991) pokazale, da ima voda v teko¢em stanju mnogo defektov v obliki
razcepljenih vezi, kjer se vodikov atom ne koordinira samo z enim, ampak tudi z dvema
kisikovima atomoma dveh razli¢nih molekul vode. Tak$ne vili¢aste vezi pa so pomembne,
saj povecajo difuzijo in s tem mobilnost vode v tekocem stanju (glej sl. 3).

Slika 3: (a) Geometrija tetraedri¢ne koordinacije vodnih molekul in (b) defekti z razcepljenimi vodikovimi
vezmi. Za (b) Sciortino in sodelavci (1991) domnevajo, da imajo kljuéno vlogo v molekulski mobilnosti vode
v tekoCem stanju (Vir: Ball 2008).

Figure 3: (a) Tetrahedral coordination geometry of water molecules and (b) defects involving bifurcated
hydrogen bonds. The later are posited by Sciortino et al. (1991) to play a key role in the molecular mobility
in the liquid state (Source: Ball 2008).

Vodikova vez, X-H-'Y, ne obstaja samo med kisikom ene in vodikom druge molekule
vode. X je lahko kisik, dusik in fluor, Y pa je lahko kisik, dusik, fluor in tudi klor. Energija
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vodikove vezi znaSa od 4 - 40 kJ / mol. Najdemo jo med tistimi molekulami, ki vsebujejo
prave kombinacije O, N, F, Cl in H. Vodikove vezi, kot so O-H--O, O-H--N, N-H--N in N-
H--O, so Se posebej pomembne v DNA in proteinih. DNA je sestavljena iz zaporedja
baznih parov, ki s pomo&jo vodikovih vezi tvorijo dvojno vija¢nico. Ce DNA segrejemo na
95 °C, se vodikove vezi zacnejo cepiti in dvojna vijacnica se razvije V dve verigi (pravimo,
da denaturira). Proteini pa so polipeptidi, katerih osnovni gradniki so aminokisline, ki
imajo na enem koncu amino, na drugem pa karboksilno skupino. Vodikove vezi med
peptidnimi vezmi in amino ter karboksilnimi skupinami zaradi svoje prostorske narave
pomembno vplivajo na oblikovanje polipeptidov v a-vijac¢nice in B-strukture (Podgornik
2009).

Vodikove vezi so v nekaterih primerih ¢asovno neomejene, v drugih pa izredno
kratkotrajne. Primer trajnejSega sodelovanja so medmolekulske vodikove vezi v ciklicnih
dimerih ocetne kisline in zgoraj omenjena struktura dvojne vijaénice DNA. Primer
kratkotrajnih povezav z vodikovimi vezmi pa je mreza vodikovih vezi med molekulami
vode v kapljevinskem stanju (Elsaesser 2009).

2.1.1.3 Nenavadne lastnosti vode

Malo je molekul, ki so strukturno bolj enostavne, kot je voda, kljub temu pa je njeno
obnasanje zelo kompleksno. Z razumevanjem njenega nenavadnega obnaSanja in
dinami¢nih lastnosti lahko napiSemo, da se voda tudi nad temperaturo taliS¢a obnasa kot
gel z veliko strukturno raznovrstnostjo (Stanley in sod. 1999). S standardnimi teorijami
teko€in njenth dinami¢nih in termodinamicnih lastnosti, ki so druga¢ne od vecine drugih
tekoCin, ne moremo razloziti.

Voda po svojih lastnostih izstopa v primerjavi s hidridi elementov, ki se v periodnem
sistemu nahajajo v blizini Kisika kot na primer NHs, HF in H,S. Pri sobni temperaturi bi
morala biti plin in ne tekoCina, saj bi morala imeti vrelisce pri -75 °C namesto pri 100 °C
(Robinson in Stokes 2002: 2 str.). Poleg tega ima pri 25 °C nenavadno visoko specifi¢no
toploto, Cp = (8H/8T)p = 4,1819 kJ kg™ K™ (101,325 kPa) (Wagner in sod. 2000) in
povrsinsko napetost, y = (dG / dA)7p, = 71,98 mN m™ (Jenkins in Marcus 1995).

Voda je v kapljevinskem stanju pod temperaturo taliS¢a podhlajena in metastabilna. Glede
na povezanost s H-vezmi bi pricakovali, da je ne moremo kar tako podhladiti, saj bi prej
predvideli trdno kristalno strukturo. Vendar jo zlahka podhladimo do -25 °C, malo teZje do
-38 °C in v manjsih kapljicah do -41 °C (pri normalnem tlaku). Ve¢ vode je podhlajene pri
vedji hitrosti hlajenja in v manjsih volumnih. Ze manj3a motnja iz okolice, kot je tresljaj ali
dodatek necistoce, pa povzroci, da preide v trdno agregatno stanje (Koop in sod. 2000,
2002).
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Vigji, kot je tlak, bolj se talis¢e in maksimalna gostota vode pomikajo k nizjim
temperaturam, kar je obratno kot pri obicajnih tekoc¢inah. Stisljivost vode se z viSanjem
temperature znizuje in doseze minimum pri 46,5 °C, medtem ko so obi¢ajne tekocine bolj
stisljive pri vi§jih temperaturah. Pri dovolj visokem tlaku, ko se razcepi dovolj vodikovih
vezi, pa nenavadno obnasanje vode izgine (Marcus 1998).

Elektri¢na prevodnost vode se povecuje s temperaturo do 230 °C (pri visokih tlakih)
predvsem zaradi poveCane ionizacije, zaradi Cesar nastajajo vecje koncentracije visoko
mobilnih H" in OH", ki dosezejo maksimum koncentracij pri 249 °C (IAPWS 1990). Nad
to temperaturo je gostota tekoc¢e vode, ki je v ravnovesju s paro, zelo znizana in je pri 300
°C 0,7 glem®, kar ji zmanja sposobnost, da ionizira. Protonska mobilnost se zniZa nad 149
°C zaradi manjse koncentracije zundelovih kationov (HsO,") (Han in sod. 2006).

Vodi se z nizanjem temperature poveca upornost oziroma zmanjs$a prevodnost (Light in
sod. 2005). Zanimivo pa je, da se njena elektricna prevodnost z odstranitvijo inertnih
plinov poveca (Pashley in sod. 2005). Skupaj te njene lastnosti po Chaplinu kaZzejo na
obstoj ikozaedrskih gru¢ molekul vode pri nizjih temperaturah in prisotnost nepolarnih
plinov, ki onemogocijo neomejeno povezavo z vodikovimi vezmi in tako upocasnijo
prenos protonov.

Tetraedricna geometrija vodikovih vezi je razlog za anomalijo maksimalne gostote vode.
Led ima manj$o gostoto kot kapljevinska voda in plava na njeni gladini. V' ledu (npr. Ip)
molekule tvorijo popolno tetraedricno mrezo, konfiguracijo »kot-led«, ki jih povezuje v
Sest-Clenske obroce z veliko vmesnega prostora in zato zasedejo vecji volumen. Ko se led
stali, se tri dimenzionalna mreza H-vezi razrahlja v konfiguracijo »kot-tekoCina«, v kateri
so molekule bliZje skupaj. Z viSanjem temperature od talis¢a do 4 °C je vedno ve€ vode v
konfiguraciji »kot-tekoCina«, ki pri 4 °C, ko je voda najgostejSsa, prevlada. Pri
temperaturah, vi§jih od 4 °C, pa je termi¢no obnasanje vode enako kot pri obicajnih
tekocinah, ki termi¢no ekspandirajo (Mishima in Stanley 1998).

V Cisti tekoc¢i vodi je zivljenjska doba vodikovih vezi 1 ps. Defekti, ki nastanejo s
prekinitvijo vezi v mrezi vodikovih vezi, so zelo kratkotrajni, 200 fs. Prekinjene H-vezi se
namrec¢ skoraj v trenutku ponovno vzpostavijo. Za vlogo vode kot topila v celicah je eno
osnovnih vpraSanj, kako na mreZno strukturo vodikovih vezi vpliva molekula topljenca ali
blizina povrsine. V obeh primerih je odziv vode odvisen od tega, ali je topljenec oziroma
povrsina hidrofilen ali hidrofoben.

2.1.1.4 Nizko molekularni hidrofili

Voda je zaradi visoke dielektriéne konstante izjemno dobro topilo za ione. S svojo
polarnostjo zasen¢i Coulombov potencial ionskih parov z nasprotnim nabojem tako
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uc¢inkovito, da jim preprec¢i tvorbo medsebojnih vezi. Na enak nacin je voda odli¢no topilo
tudi za polielektrolite, kot so DNA in proteini, saj zastre naboje bliznjih nasprotno ter
enako nabitih ionskih skupin, ki tako med seboj ne morejo reagirati (Ball 2008).

Hidratacija ionov je dobro raziskana. Vedinoma raziskovalci piSejo o tem, kak$no je
hidratacijsko $tevilo. Zal podatki niso povsem jasni, saj pri raziskovanju uporabljajo
razli¢ne metode, s katerimi lahko preucijo le delne vidike ionske hidratacije in ne dobijo
celotne slike. Glavne metode, s katerimi raziskujejo, so IR (Bakker in sod. 2005), NMR
(Méemets in Koppel 1998), molekulska dinamika, merjenje kompresibilnosti (Bockris in
Saluja 1972) ter sipanje nevtronskih in rentgenskih zarkov (Ansell in sod. 2006). Na vodne
molekule najbolj vpliva neposredna blizina ionov, medtem ko je strukturiranje vode stran
od ionov le malo spremenjeno. Ena redkih raziskav, ki trdi drugace, je Sedlakova (2006).
V vodi je namre¢ okoli ionov nasla tudi vec¢je domene vodnih molekul s premerom okoli
100 nm.

Najbolj pomembne sile, ki v vodnih raztopinah delujejo na ione in polarne molekule (kot je
DNA), so kratkosezne elektrostati¢ne interakcije. Ione delimo glede na naboj na anione in
katione. Pri obeh zvrsteh (anionih in kationih) poteka delni prenos naboja z iona na vodo.
Interakcije anion-H-vez so entalpijsko moc¢nejse kot interakcije kation-H-vez.

S sipanjem nevtronov so Soper in sodelavci (1977) ugotovili, da so anioni (npr. kloridni)
koordinirani na vodne molekule tako, da je vez H-O--Cl skoraj linearna, medtem ko se
molekule H,O kationom priblizajo s kisikom (glej sl. 4). Studije Cappa in sodelavcev
(2005 in 2006) z alkalijskimi solmi (npr. Na*) so pokazale, da enovalentni kationi skoraj ne
vplivajo na daljnosezno strukturo vode in tudi dvovalentni spremenijo absorpcijske spektre
rentgenskih Zarkov tako, da je sprememba porazdelitve naboja vidna v prvem oziroma
najve¢ drugem hidratacijskem ovoju; pri ¢emer je prvi hidratacijski ovoj prvi sloj molekul
vode ob ionu.

S e

Slika 4: Topljenje kationov in anionov: (a) konvencionalni pogled in (b) orientacija vode, odkrita s sipanjem
nevtronskih Zarkov Sopra in sodelavcev (1977) (Vir: Ball 2008).
Figure 4: Solvation of cations and anions. (a) The conventional view. (b) Water orientations revealed by

neutron scattering of Soper and coworkers (1977) (Source: Ball 2008).
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Zgolj lokalni vpliv ionov so potrdili Krekeler in Delle Site (2007) s simulacijami
molekulske dinamike, s katerimi so izracunali le manjSo stopnjo prednostne orientacije v
prvem hidratacijskem ovoju eno- in dvovalentnih kationov. Omta in sodelavci (2003) so iz
IR spektrov, posnetih s pomocjo femto sekundne Crpalke, od¢itali, da imajo ioni vpliv na
rotacijsko dinamiko vode le v prvem hidratacijskem ovoju. Paesani in sodelavci (2010) pa
so enake rezultate dobili s simulacijami molekulske dinamike, pri katerih so vklju¢ili
jedrske kvantne vplive. S svojim delom so potrdili tudi dvojno naravo protonov v vodi -
kot valovi in kot delci. Primer jedrskega kvantnega vpliva v vodi je na primer znacilna
delokalizacija protonov v podhlajeni vodi (Pietropaolo in sod. 2008), ki je hkrati tudi
gonilo za njihovo visoko mobilnost (glej tudi 2.1.2.1).

KakSen pa je mehanizem obrata vodikovih vezi v prisotnosti ionov? Rezultati
multidimenzionalnih vibracijskih spektroskopskih raziskav vodnih raztopin NaClO,4 so
pokazali, da se vodna molekula zelo hitro odzove na prisotnost ionov. Premestitev
vodikovih vezi iz sosednje vodne molekule (O-Huz0) na kloratni anion (O-Hcjos-) potece v
piko sekundi (10™*? s). V manj kot 50 femtosekundah (10" s) pa povzro¢i kotno rotacijo
H-vezi, skok za kar ~ 50° (Ji in sod. 2010). Proste vodikove vezi so torej zgolj prehodne
narave. O-Hcio4- pa se po vzpostavitvi vezi pocasneje orientirajo Kot O-Hyoo (Laage in
Hynes 2006).

Hidratacija ionov je torej bolj lokalna kot globalna. V naslednjem poglavju pa bomo videli,
da podoben princip delovanja drzi tudi za manjSe hidrofobne topljence v vodi.

2.1.1.5 Hidrofobne interakcije

Hidrofobne molekule so dobile ime po grski besedi hydrophobos (prevod: voda - strah,
strah pred vodo). To pomeni, da molekule vode raje sodelujejo druga z drugo kot s
hidrofobnimi molekulami. Zato se hidrofobne molekule v vodi zdruzujejo in s tem
minimalizirajo kontaktno povr§ino. ManjSe molekule se do neke mere raztopijo, pri cemer
se molekule vode organizirajo okoli njih, ne da bi spremenile mrezo vodikovih vezi. Z
vodo se nato povezujejo z van der Waalsovimi silami induciranih elektri¢nih dipolov.

Pri raztapljanju se hidrofobnim molekulam poveca kemijski potencial, kar kaze na njihovo
slabo topnost. Hidrofobne sile so mo¢no odvisne od temperature — pri nizkih temperaturah
je njihovo raztapljanje eksotermno, saj se lahko vklopijo v Ze obstoje¢o mrezo vodikovih
vezi in pridobijo mnogo van der Waalsovih interakcij. Pri vi§jih temperaturah pa je
raztapljanje endotermno, saj za ustvarjanje svojega prostora v mreZi potrebujejo energijo.
Pri mesanju z vodo se celotni volumen, ki je vsota parcialnih volumnov, zmanjsa, saj se
hidrofobi vkljuéijo v mrezo vodikovih vezi med molekulami vode, pri ¢emer se celotnemu
sistemu zniza entropija (Mikheev in sod. 2007).
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Hidrofobne interakcije so odgovorne za mnoge bioloSko pomembne procese: urejanje
amfifilnih lipidov v dvoslojne membrane in zlaganje hidrofobnih alkilov v notranjosti
polipeptidnih verig, kar proteinom omogoca, da se upogibajo, postanejo bolj kompaktni in
se zlagajo v kvartarne strukture (Ball 2008).

Hidrofobne sile Ze precej ¢asa ne razlagajo ve¢ s konvencionalno Kauzmannovo (1959)
razlago, ki je sledila modelu ledenih gora Franka in Evansa iz leta 1945. Po tej razlagi se
voda okoli hidrofobnih molekul uredi v obliki tekocih kristalov in se ji mo¢no zniza
entropija. Ce je torej hidrofobnih molekul veg, je entropijsko bolj ugodno, e so zdruzene.
Se vedno ne poznamo toéne razlage, na osnovi eksperimentalnih rezultatov in simulacij
molekulske dinamike Blokzijla in Engebertsa (1993) pa se predvideva, da voda manjse
hidrofobne molekule kot npr. metan, vklju¢i v svojo mrezo vodikovih vezi; pri ¢emer
nastane Klatratna kletka, kjer niti prvi hidratacijski ovoj ni znatneje povezan z vodikovimi
vezmi kot vecinska voda. Poskusi z metanolom, ki je amfifilen, pa so pokazali, da imajo
hidrofobne interakcije vendarle entropijski izvor, katerega prispevek pa ni tako velik kot
trdi Kauzmann (Dixit in sod. 2002a). Molekule vode v drugem hidratacijskem ovoju
metanola so v koncentrirani raztopini metanola (molsko razmerje metanol / voda = 7 : 3)
namre¢ V mikroskopskem smislu rahlo zgoscene, bolj povezane in imajo nizjo entropijo od
vecCinske vode. Prav to minimalno zmanjSanje prostosti molekul vode pa =zaradi
deplecijskega ucéinka spodbuja zdruzevanje molekul metanola. Pri tem je treba poudariti,
da se metanol v vseh razmerjih me$a z vodo in tvori homogeno raztopino. Vendar je v
molski mesanici vode in metanola 1 : 19 ve¢ kot 80 % metanolnih molekul zdruzenih v
skupine 3-8 (Dixit in sod. 2002b). Pri deplecijskem ucinku dva vklju¢ka namre¢ manj
porusita mrezo vodikovih vezi, e se zdruzita, kot Ce sta daleC narazen.

Majhni hidrofobni topljenci torej bistveno ne spremenijo mreZze vodikovih vezi molekul
vode. Kaj pa voda stori z ve¢jimi hidrofobnimi topljenci? Hidrofobne topljence, ki so vecji
od 1 nm, mreza vodikovih vezi ne more enostavno zaobjeti, saj so preveliki. Po eni razlagi
voda z neposredne blizine hidrofobnih povrsin dobesedno izpari (Cheng in Rossky 1998).
Tako naj bi nastala tanka plast pare, ki lo¢i vodo od povrsine. Prostor, v katerem je para,
ima predvidoma debelino enega do dveh slojev molekul vode. Zaradi razlike v agregatnem
stanju naj bi nastala razlika v tlaku, ki hidrofobne povrsine med seboj privlaci in poskrbi,
da se zdruzijo (Wallgvist in Berne 1995). Pri tem Se vedno ni jasno, ali je izvor privla¢nih
interakcij med ve¢jimi hidrofobi enak silam, ki povzroCajo zdruzevanje manjSih
hidrofobnih molekul (Ball 2008). Simulacije molekulske dinamike raztapljanja trdnih
krogel Rajamanija in sodelavcev (2005) kazejo na to, da je termodinamika hidratacije
manjSih entropijsko, ve¢jih hidrofobov pa entalpijsko pogojena.

Mittal in Hummer sta leta 2008 s simulacijami molekulske dinamike ob hidrofobnih
topljencih dejansko opazila manjSe spreminjanje gostote, vendar brez jasno zaznavnih
praznin v vodi. Pri tem pa je bil nakazan stik kapljevinske vode s paro. Ugotovila sta, da je



14
Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

posledica spreminjanj gostote nastanek lokalnih mokrih in suhih obmodij z upocasnjeno
molekulsko dinamiko. Njuna odkritja so v skladu s predpostavko Stillingerja (1973) in
teorijo Luma, Chandlerja in Weeksa (1999) ter Chandlerja (2005), da se okoli vecjih
topljencev hidrofobnega znacaja nahaja tanek sloj pare. Meja med obnaSanjem majhnih in
velikih hidrofobnih topljencev je priblizno pri 1 nm, kar je velikostni razred premera o-

vija¢nic (glej sl. 5).
- -
D=D

D> D, D,

Slika 5: Hidrofobni privlak po modelu Luma in sodelavcev (1999). Hidrofobne povr$ine so obdane s tanko
plastjo pare, pri neki kriti¢ni razdalji D, se voda v medprostoru kolektivno izsusi (Vir: Ball 2008).
Figure 5: Hydrophobic attraction in the model of Lum and coworkers (1999). The hydrophobic surfaces are
surrounded by a thin layer of vapor. At some critical separation D there is collective drying transition in the
space between the surfaces (Source: Ball 2008).

Voda tako zelo ne mara hidrofobnih povrsin, da jo energijsko man;j stane, ¢e se pretvori v
drugo fazo, paro, kot pa e bi vztrajala v kapljevinskem stanju. Ce hidrofobne povrsine
najprej zdruZimo, nato pa vleCemo narazen, opazimo mehurcke pare. Temu pojavu
pravimo kapilarna kondenzacija oz. kapilarno izparevanje. Maccarini in sodelavci (2007)
pa so hidrofobnemu podoben solvofoben uc¢inek opazili tudi pri nepolarnih topilih in
hidrofilnih povrSinah. Hidrofobnega privlaka torej ne moremo pripisati edinstvenim
lastnostim vode, ampak je na sploSno znacilen za raztapljanje solvofobnih topljencev. Kaj
pa lahko napiSemo o privlaku med ne-hidrofobnimi delci z enakim nabojem v vodi?

2.1.1.6 Korelacijski privlak med enako nabitimi delci v vodi

Bo Jonsson z Univerze v Lundu na Svedskem je preudeval §e eno vrsto nenavadnega
privlaka v vodi, ki je precej podoben hidrofobnemu: korelacijski privlak. Pogojen je z
visoko dielektricno konstanto vode in njeno zmoznostjo, da raztaplja polivalentne ione.
Ugotovil je, da korelacijski privlak med enako nabitimi povr§inami nastane zato, ker se
med povrSinami nahajajo delci z nasprotnim nabojem, s katerimi se privlaci vsaka od teh
povrsin posebej. Ce so naboji med povrsinama dovolj veliki, polivalentni, je rezultat vseh
interakcij korelacijski privlak (Karlstrom in sod. 1976, Penfold in sod. 1990, Ise 2007).
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Bioloski primer korelacijskega privlaka je DNA. Cloveska DNA je dolga priblizno 90 cm
in je ena od najbolj nabitih molekul v naravi. V celici je DNA moc¢no strnjena, zavzema
kar 10 000-krat man;j$i volumen kot v vodni raztopini. Pri tem ji pomagajo razni proteini,
kot so pozitivno nabiti histoni, ki sestavljajo osnhovni gradnik kromatina v jedru,
nukleosom. DNA se navija okoli nukleosoma, nukleosomi se porazdelijo v vija¢nico, ki se
zavije v super vijacnico in tako dalje vse do kon¢ne oblike kromosoma. TakSno strnjevanje
DNA pa lahko povzro¢imo tudi umetno v vodni raztopini tako, da ji dodamo sol, ki
vsebuje polivalentne katione, kot so viSje valentni poliamini ali trivalentni kobaltov
heksamin. Njihova struktura ni pomembna, vazno je le, da so polivalentni in kationi. Ko
torej raztopini dodamo polivalentne ione, se DNA pri¢ne samoorganizirati in se zgosti v
zvitek torusne oblike. Polivalentni kationi torej s korelacijskim privlakom inducirajo
privlaéne interakcije med razlicnimi segmenti DNA in ¢e so privlaki dovolj veliki, DNA
kondenzira sama vase (Podgornik 2009).

Poleg tega, da ioni pomagajo pri samo-zvijanju DNA, pa imajo razli¢ne vplive tudi na
raztapljanje proteinov.

2.1.1.7 Vpliv ionov na raztapljanje hidrofobnih molekul

Ioni na razli¢ne nacine vplivajo na raztapljanje hidrofobnih molekul v vodnih raztopinah.
Hofmeister je leta 1888 opazil, da nekatere soli povzrocijo, da se protein albumin iz vodnih
raztopin obori, druge pa mu povecajo topnost (Kunz in sod. 2004). Glede na to, kateri ioni
mu bolj zmanjSajo topnost, jih je razdelil na dve skupini: H,PO4™ > SO >F >CI'>Br >
NO3 > J > ClO4 > SCNin Mg > Li* > Na* ~ K" > NH,".

Hofmeistrovo vrsto so do pred nedavnim razlagali s sestavljanjem in podiranjem strukture
vode ob raztapljanju razlicnih ionov (angl.: structure-making in structure-breaking). Po
tem principu ioni globalno vplivajo na strukturo vode. Eni jo bolj uredijo, drugi pa
poskrbijo, da je manj vodikovih vezi med molekulami. Tisti ioni, ki lahko bolj uredijo
mrezo vodikovih vezi v vodi (F in Mg2+), s tem zaradi znizanja entropije zmanj$ajo
proteinsko hidratacijo. Hofmeister jih je zato razvrstil visje v vrsti.

Zaradi novejSih spoznanj o raztapljanju manjSih hidrofilov, o katerih smo pisali v tocki
2.1.1.4, pa se z izgradnjo in podiranjem strukture vode ne moremo strinjati. Z eksperimenti
in simulacijami molekulske dinamike so namre¢ pokazali, da imajo enostavni ioni dlje od
prvega hidratacijskega ovoja zgolj minimalen vpliv, ali pa ga sploh nimajo. Namesto da bi
Hofmeistrovo vrsto poskusali razumeti z globalnim vplivom ionov na strukturo vode je
zato bolje gledati na vplive, ki jih imajo ti ioni na lokalno hidratacijo proteinov in drugih
hidrofobnih molekul (Ball 2008).
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Dejstvo je, da ioni v raztopini niso homogeno razprSeni v blizini povrSin, ampak so
nekateri blizje hidrofilnim, drugi pa blizje hidrofobnim povr§inam. Zanimiv primer je
hidronijev ion, ki se rad nahaja na meji z zrakom. To so potrdili z mnogimi metodami, od
termodinamskih analiz (Pegram in Record 2006) in povrsinske spektroskopije (Tarbuck in
sod. 2006) do izmenjave devterija na povrSini nanokristalov ledu (Buch in sod. 2007).
Predvidevajo, da vecja prisotnost hidronijevih ionov na meji z zrakom povzroc¢i padec pH-
ja na 4,8 ali celo manj. Nehomogeno razprSenost hidronijevih ionov v vodi bi lahko
razlozili z njihovo amfifilnostjo. H3O" bi namre¢ lahko bil podoben amfifilnim molekulam,
saj lahko donira tri vodikove atome, medtem ko kisikov atom zaradi pozitivnega naboja ne
more biti dober akceptor vodikovih vezi in bi lahko deloval hidrofobno (lyengar in sod.
2005). Na sti¢ni povrsini z zrakom bi zato bili hidronijevi ioni orientirani s Kisikovim
atomom proti zraku. Kot smo Ze napisali, delujejo hidrofobne povrSine na vodo podobno
kot stik z zrakom, zato Ball (2008) predpostavlja podobno obnasanje hidronijevih ionov
tudi ob hidrofobnih povrSinah. Pri zvitju proteinov bi se tako protonirani deli verig
polipeptidov pomikali v bliZino hidrofobnih delov.

Raziskave Ninhama in sodelavcev (Salis in sod. 2007) so pokazale, da z dodatkom
natrijevih ionov in razli¢nih anionov k puferskim raztopinam encima lipaze sistemati¢no
spremenimo aktivnost tega encima na nacin, ki ga konvencionalno ne moremo razloziti. Da
bi bolje razumeli vpliv vode na delovanje proteinov je pomembno, da poznamo specifi¢ne
interakcije encimov z anioni. Eden bolj zanimivih primerov je interakcija med NaCl in t-
butil alkoholom v vodi. S sipanjem nevtronov so ugotovili, da kloridni anioni neposredno
interagirajo z alkoholnimi hidroksilnimi skupinami, zaradi ¢esar se popolnoma spremeni
hidratacijsko okolje alkoholnih molekul (Finney in Bowron 2004). Pri odsotnosti soli v
raztopinah z molskim razmerjem t-butil alkohol / voda = 1:50 se alkoholne molekule med
seboj povezujejo na nacin glava proti glavi. Na ta nacin so metilne skupine skrite,
hidroksilne pa izpostavljene vodi. Ko dodamo kloridne ione v molskem razmerju NaCl /
voda je 1:100 (razmerje med alkoholom in NaCl je tako 2:1), priblizno polovica kloridnih
ionov tvori mostove med hidroksilnima skupinama dveh molekul alkohola. Ostali kloridni
ioni ostanejo popolnoma hidratirani enako kot natrijevi in ne vplivajo na raztapljanje
alkohola. Torej se interakcije med alkoholnimi molekulami z dodatkom natrijevega klorida
bistveno spremenijo iz nepolarno—nepolarno v polarno—polarno. Na ta nacin postane
hidrofobni del molekule, t-butil, bolj izpostavljen vodnim molekulam (glej sl. 6).

CHy, HL HL CH,
ar, D & . i sy
HO—C~" 3 “‘(.//( —OH — ”,(,/( —OH- CI"HO—( :
CH, HE HL CH,
Slika 6: Kloridni most t-butil alkohola v vodni raztopini z NaCl po Finneyu in Bowronu (2004) (Vir: Ball
2008).

Figure 6: Chloride bridging of t-buthyl alcohol in solution with NaCl after Finney and Bowron (2004)
(Source: Ball 2008).
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Mehanizem med ioni in povrsinami je torej subtilen in odvisen od neposredne interakcije
med ioni in hidrofobnimi skupinami. V naslednji toc¢ki pa bomo pisali o Se eni vrsti
hidrofobnih interakcij, ki so zelo pomembne pri zvijanju proteinov v vodi.

2.1.1.8 Daljnosezne hidrofobne interakcije in vloga mehurékov

O obstoju daljnoseznih hidrofobnih interakcij diskutirajo Ze ve¢ kot 35 let (Blake in
Kitchener 1972, Israelachvili in Pashley 1982, Christenson in Claesson 1988), saj njihov
domet, od 1 — 100 nm, presega van der Waalsove sile in jih ne morejo razloziti z
restrukturiranjem vode. Na daljnosezne hidrofobne ucinke sta leta 1972 prva postala
pozorna Blake in Kitchener. Opazila sta namre¢, da se je vodni film na hidrofobni povrsini,
ko se ji je priblizeval zra¢ni mehurcek, »raztrgal«. Hidrofobne privliake s 300 nm razdalje
sta z merjenjem povrSinskih sil deset let kasneje potrdila tudi Israelachvili in Pashley
(1982). Christenson in Claesson pa v ¢lanku, objavljenem leta 1988 v reviji Science,
opisujeta priblizevanje dveh hidrofobnih povrsin v vodi z razdalje 90 nm, med katerima
pride do spontane kavitacije — nastanka parnih mehurc¢kov in mostickov.

Obstaja vec razlag za obstoj tega daljnoseznega privlaka, od vecjega strukturiranja vode
(Pashley in sod. 1985) do elektrostati¢nih sil (Despa in Berry 2007). Zadnje Case pa prihaja
vse bolj do veljave teorija, pri kateri med obema povr§inama nastane most iz mehurckov
razli¢nih velikosti, podtlak pa obe povrsini povlece skupaj (Attard 1996); glej sl. 7.

Slika 7: Skrivnostni mehurcki na hidrofobni povrsini so teoreti¢no premajhni, da bi lahko obstajali (velikost
slike je 4 um?) (Vir: Borkent in sod. 2007).
Figure 7: Mystery bubbles are theoretically too small to exist (image area is 4 square microns) (Source:
Borkent et al. 2007).

Voda ob hidrofobnih povrSinah je, kot smo Ze napisali, manj gosta. Ima veC prostih
vodikovih vezi (priblizno eno Cetrtino) podobno kot pri stiku z zrakom in raje interagira z
vecinsko vodo kot s hidrofobno povrsino (Du in sod. 1994). Njena tendenca, da ¢im bolj
zmanjsa sti¢no povrsSino s hidrofobno snovjo in poveca povrsino z zrakom povzroci, da tik
ob povrSini ostajajo nanometrske praznine, ki jih radi zapolnjujejo plini (Mezger in sod.
2006). Opazovanja Carambasisa in sodelavcev (1998) pa so pokazala, da se v vodi v blizini
hidrofobnih povrSin zadrzujejo nanomehurcki, ki se med seboj samoorganizirajo in
povezujejo v mreze. Njihove velikosti so razlicne in so bile dolgo ¢asa jabolko spora.


http://link.aps.org/doi/10.1103/PhysRevLett.98.204502
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Velikost nanomehurckov je bila sporna zaradi Laplace-Youngove enacbe za izracun tlaka
v makroskopskih mehurckih. Po tej enacbi naj bi bil tlak zaradi malega polmera v
nanomehurckih tako visok, da bi se takoj razpocili. Vendar se je pokazalo, da to ni res, saj
so lahko obstojni tudi ve¢ dni (Attard 2003).

Conact angie (6)
= cos (Wr-1) - /
'

Gas-liquid surface | /
= 2arh ‘ /
Gas-soid surface Yan
2zrhenhy ‘o '/

Bubble volume " /
= zh'(r-h/3) /
/

Slika 8: Znacilne dimenzije nanomehurckov: r =50 nm — 6 um, rs=25—-1000 nm, h=5—-20 nm in 0 =
135°- 175°. Prevod angl. — slo.: liquid — teko¢e, gas — plin, solid — trdno, contact angle — sti¢ni kot, gas-
liquid surface — povrsina plin-tekocina, gas-solid surface — povrsina plin-trdno, bubble volume — volumen
mehurcka (Vir: Chaplin http://www.lsbu.ac.uk/water/).

Figure 8: Nanobubbles typical dimensions: r =50 nm — 6 pm, rs=25—1000 nm, h=5-20nmand 6 =
135°- 175° (Source: Chaplin http://www.Isbu.ac.uk/water/).

Polmer nanomehurckov je mnogo vedji, kot so predvidevali, saj so bolj splos¢enih oblik.
Zato je njihov notranji tlak temu primerno nizji (glej sl. 8). Poleg tega pa so stabilizirani z
negativno nabitimi delci na njihovi povrSini, npr. hidroksilnimi anioni (Zangi in Engberts
2005) in CO;. Da so dejansko nanomehurcki tisti, ki povzro¢ijo daljnosezne hidrofobne
interakcije, je dokaz, da odstranitev plinov iz vode ta privlak izni¢i, medtem ko
kratkosezna (< 25 nm in < 1 nm) hidrofobna privlaka ostaneta oziroma se celo ojacita
(Pashley in sod. 1985).

Voda raje tvori vodikove vezi z ve€insko vodo kot s hidrofobno povrsino. Medtem ko se
ob hidrofilnih povrSinah orientira glede na hidrofilne funkcionalne skupine povrsin in tvori
manj vodikovih vezi z vecinsko vodo (Lorenz in sod. 2009).

2.1.1.9 Hidrofilne povrsine

Meritve povrsinskih sil so pokazale, da pri majhni oddaljenosti med hidrofilnimi
povrsinami vladajo odbojne sile (Rand in Parsegian 1989, Horn in sod. 1989, Israelachvili
1985). Ker pa so van der Waalsove sile med temi povr§inami privlacne, so se raziskovalci
razdelili na dva pola. Marcelja in Radi¢ (1976), Attard in Batchelor (1988) ter Kornyshev
in Leikin (1989) predpostavljajo, da so za odboj krivi posebni strukturni uéinki, edinstveni
za vodo. Voda tik ob hidrofilni povrSini je namre¢ moc¢no polarizirana zaradi elektricnega


http://www.lsbu.ac.uk/water/
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polja, ki ga ustvarjajo nabiti delci na povrsini. Zato tik ob povrsini nastane hidratacijski
ovoj, v katerem so molekule vode zelo urejene glede na povrSino. Debelina ovoja je
odvisna od koncentracije ionov, lastnosti povrSine in edinstvenih strukturnih u¢inkov vode.
Medtem ko Israelachvili in Wennerstrom (1996) zanikata vpliv posebnih strukturnih
ucinkov vode in za razlog odboja navajata zgolj specificne lastnosti hidrofilnih povrsin, kot
so steri¢ne ovire, neravne povrsine in druge povrsinske nepravilnosti.

V celici odboj hidrofilnih povrsin opazimo, ko se dve dvoslojni membrani mocno
priblizata. Na njuni medsebojni razdalji od 1 do 3 nm opazimo odbojno silo (Leikin in sod.
1993), ki je zelo pomemben dejavnik pri dinamiki membran. Simulacije molekulske
dinamike Saiza in Kleina (2002) kazejo na to, da imajo molekule vode 1 nm stran od
dvoslojnih  membran poveCan orientacijski red. To sliko so potrdili tudi z
mikroskopiranjem s koherentnim anti-Stokes ramanskim sipanjem (Cheng in sod. 2003).
Opazili so, da so molekule vode tik ob povrsini preferencno orientirane tako, da so z dipoli
usmerjene proti nabojem lipidnih molekul v dvoslojnih membranah (glej sl. 9), zaradi Cesar
S0 manj povezane s H-vezmi kot v vecinski vodi.

Slika 9: Orientacijsko urejanje vodnih molekul ob lipidnem dvosloju po Chengu in sodelavcih (2003) (Vir:
Ball 2008).
Figure 9: Orientational ordering of the water molecules between lipid bilayers by Cheng and coworkers
(2003) (Source: Ball 2008).

Gurau in sodelavci (2003) so to sliko potrdili z opazovanjem razlik med vibracijskimi
frekvencnimi spektri hidrofilnega karboksilatnega monosloja kalcijeve in cinkove soli
eikozanojske kisline (CH3(CH,)1sCOOH). Pri tem Ca®* ioni ne zmotijo hidratacijskega
sloja, medtem ko ga bidentatni kelati s Zn** povsem spremenijo, kar opazimo na
frekvencnemu spektru vode. Z nelinearno lasersko spektroskopsko metodo (»VIS-IR sum
frequency generation spectroscopy«) vode ob taljenem oziroma fuzijskem steklu sta Jena
in Hore (2009) tej sliki pridodala, da vecja, kot je ionska moc¢, bolj se molekule vode
orientirajo v skladu s povrSinskimi hidrofilnimi funkcionalnimi skupinami in tanjsi je
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hidratacijski ovoj povrsine. Visje koordinirane so dlje stran od povrsine, medtem ko so tik
ob povrsini nizje koordinirane molekule vode.

Simulacije vode, omejene v nano prostoru med dvema hidrofilnima povrSinama (v
nadaljevanju nanovoda), so podobne razmeram v celici, saj so v celici zelo omejeni
prostori in veliko makromolekul v celici je hidrofilnih. Pri nanovodi nastane konflikt med
energetskim minimumom mreze vodikovih vezi (stopnjo koordiniranosti), interakcijami z
relativno veliko povr$ino nano prostora in prileganjem razpolozljivemu prostoru. Fizikalne
lastnosti in stanje nanovode so odvisne od molekulskih lastnosti povrSine omejenega
prostora in mer, kakor tudi od temperature in tlaka. Simulacije molekulske dinamike so
pokazale, da ima voda v stiku z nanocevkami in v hidrofobnih kanalih bioloskih membran
dinamicne in strukturne lastnosti tekocega stanja ali heksagonalnega ledu (Raghavender in
sod. 2009). Zato lastnosti nanovode tezko napovemo in so lahko zelo drugacne od vecinske
vode.

Raziskave dveh z nano prostorom omejenih hidrofilnih kremencevih povrsin so pokazale,
da so molekule vode sicer v kapljevinskem stanju, vendar imajo povsem zamrznjeno
strukturo (Hu in sod. 2009). Delujejo kot lepilo, saj je vsaka molekula z vsaj eno vodikovo
vezjo povezana z vsaj eno hidrofilno funkcionalno skupino na obeh povrSinah, kar poleg
tega bistveno poveca prenos toplote med povrSinama. Simulacije molekulske dinamike
strukture vodnih verig v samoorganiziranih ciklopeptidih, ki imajo na svoji povrSini
strukture, ki pripomorejo k njihovemu urejanju v nanocevke (Liu in sod. 2010) pa so
pokazale, kako steri¢ne ovire v nano prostoru vplivajo na mehanizem urejanja nanovode. V
transmembranski ciklo peptidni nanocevki so molekule namesto v vrsti 1-1-1-1 oziroma
H,0-H,0-H,0-H,0 kot v drugih nanocevkah, urejene v obliki valov 1-2-1-2 oziroma
H,0-(H,0),-H,0-(H,0),. Dolzina enega vala 1-2-1-2 pa je enaka razdalji med dvema
obrocema peptidov.

V urejanju vode ob hidrofilnih povrSinah Philip Ball (2008) vodi priznava edinstvene
lastnosti. Ker pa se tudi obicajne tekocine urejajo ob povrsinah (Rhykerd in sod. 1987), se
moramo vprasati, ali so razlike med vodo ob povrsinah in vecinsko vodo vecje od tistih, ki
jih pri¢akujemo od teorije enostavnih teko€in.

2.1.1.9.1 Izkljucitvene cone vode ob hidrofilnih gelih

Voda je lahko v treh agregatnih stanjih — kot para, tekoc¢ina in led. Zadnja odkritja Geralda
H. Pollacka in sodelavcev pa vse bolj kazejo na obstoj Se Cetrte, tekoce kristalini¢ne faze
ob hidrofilnih gelih. Raziskave Keplerja in Fradena (1994), Crockerja in Grierja (1996) ter
Geralda H. Pollacka (Zheng in Pollack 2003, Zheng in sod. 2006, Zhao in sod. 2008,
Ovchinnikova in Pollack 2009, Pollack in sod. 2009, Nagornyak in sod. 2009, Chai in
Pollack 2010, Klyuzhin in sod. 2010 idr.) so pokazale, da se voda ne ureja zgolj v enem ali
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dveh slojih, temvec v par sto tiso¢ slojih stran od hidrofilnih gelov (gel je koloidna snov v
poltrdem stanju, ki ima visoko afiniteto do vode).

Zacetno odkritje, ki sta ga objavila Pollack in njegov kolega Zheng Jian-ming (2003) je
bilo, da voda tvori masivne izkljucitvene cone poleg povrSin hidrofilnih gelov. Ko sta
dodala dovolj velike topljence, sta pod mikroskopom opazila, da so te cone popolnoma
izkljucile topljence. Poleg povrSine gela se je pojavila Cista cona brez mikrosfer v debelini
nekaj sto mikronov. Cona je ostala stabilna dneve in celo tedne.

Raziskovalci so odkritje sprejeli s skepso, saj sofisticirane tehnike, kot so NMR, rentgenski
zarki in nevtronska difrakcija, niso nasle ve¢ kot enega ali najve¢ dva spremenjena sloja
vode ob povrsinah glede na vecinsko vodo (npr. Enderby in Neilson 1979). Pollack in
njegova raziskovalna skupina so zato eno leto iskali vse mozne napake in razsirili svoje
rezultate. Ugotovili so, da so izkljucitvene cone sploSen fenomen vode, ki so ga opazili ze
veC kot petdeset let nazaj. Henniker v preglednem ¢lanku iz leta 1949 z ve¢ kot sto viri
navaja, da za mnoge tekocine vstevsi vodo velja, da se cone poleg povrsin razlikujejo od
vecinskih con v fizikalnih lastnostih in se raztezajo nekaj sto mikronov stran od povrsin.
Oparin (1965) v svoji knjigi o izvoru zivljenja veckrat navaja dela Bungenberga de Jong
(1949), ki opisuje razsirjeno strukturiranje vode okoli koloidnih delcev gumi arabike in
Zelatine. Green in Otori (1970) pa sta priSla do podobnih ugotovitev pri raziskovanju tako
imenovane nepomesane cone — regije s pocasno difuzijo, ki obkroza mnogo bioloskih tkiv
(Barry in Diamond 1984). Naravna in umetna tkiva sta potopila v suspenzijo mikrosfer in
cone v bliZini povrSin so mikrosfere izkljucile. NepomeSane cone so bile velike nekaj sto
mikrometrov in jih tudi z mo¢nim meSanjem nista mogla odstraniti.

Pollackova skupina je nadaljevala z raziskavami in ugotovila, da Sirok spekter hidrofilnih
gelov tvori izkljuéitvene cone: polivinil alkoholni gel, poliakrilamidni gel, gel iz
poliakrilne Kisline in Nafiona (membrana, ki jo uporabljajo kot protonski izmenjevalec v
gorivnih celicah) ter bioloska tkiva, kot sta svezenj zaj¢jih miSic ali kolagen; glej sl. 10
(a,b,e). Izkljucitvene cone so opazili tudi ob trdnih povrsinah, prekritih s slojem hidrofilnih
skupin, in ob hidrofilnem monosloju; glej sl. 10 (¢,d). Medtem ko izkljucitve ob hidrofilnih
povrsinah brez funkcionalnih skupin, kot je na primer zica iz nerjavnega jekla, ni; glej sl.
10 (f). 1z tega so sklepali, da izkljucitvene cone nastanejo ob povrSinah, ki vsebujejo
funkcionalne skupine, ki z vodo tvorijo vodikove vezi. Izklju¢eni topljenci niso samo
mikrosfere, ampak tudi eritrociti, bakterije, koloidno zlato in molekule, kot je serum
albumin, oznacena s fluorescen¢nim barvilom, in fluorescen¢no barvilo velikosti 200-300
Daltonov (Zheng in sod. 2006).
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Slika 10: Primeri izklju¢itev topljencev z razliénih povrsin. (a) Izkljucitev topljencev (EXCL) z bliZine gela poliakrilatne kisline. Gel so
polozili na krovno stekelce in dolili suspenzijo 1-pum karboksiliranih mikrosfer ter opazovali z invertnim mikroskopom z 20x
objektivom. Slikali so po 20 minutah. Mikrosfere (desni del slike) so podvrzene aktivnemu termi¢nemu gibanju. (b) Izkljuéitev
mikrosfer z blizine bioloskih tkiv. V osmih vzorcih, ki so jih pregledali pod podobnimi pogoji, so nasli izkljuc¢itvene cone velikosti 360
+ 50 um. (c¢) Opti¢no vlakno FS-SC-7324, Thorlabs, Newton, NJ, (levo) z akrilatnim polimernim premazom, potopljeno v suspenzijo
mikrosfer. Mikrosfere so se pomaknile proti desni. 20x objektiv, 2-um karboksilirane mikrosfere. (d) Hidrofilni monosloj, ki vsebuje
COOH skupine, z izkljuéitveno cono. (e) Film Nafiona-117 suli¢aste oblike, debeline 170 pm, vstavljen med dva krovna stekelca z
vecjo debelino od filma. Zunanji film Nafiona so prepojili s suspenzijo karboksiliranih mikrosfer s premerom 2-pum. Temne cone so brez
mikrosfer. Stevilke zgoraj desno pa kaZejo &as po prepojitvi s suspenzijo. Prikazano je le prvih nekaj minut. (f) Zica iz nerjavnega jekla
brez hidrofilnih skupin na povrSini, vrinjena med dva krovna stekelca, izpostavljena suspenziji mikrosfer — izkljucitvena cona se ne
pojavi. Prevod angl. — slo.: microspheres — mikrosfere, muscle — misica, optical fibre — opti¢no vlakno, monolayer — monosloj, wire —
zica (Vir: Zheng in sod. 2006).

Figure 10: Examples of solute exclusion from various interfaces. (a) Solute exclusion (EXCL) in the vicinity of polyacrylic acid gel.
The gel was placed on a coverslip, superfused with a suspension of 1-um carboxylate-coated microspheres, and observed in an inverted
microscope, equipped with a 20x objective. Image obtained 20 min. after superfusion. Microspheres (seen on right edge) undergo active
thermal motion. (b) Microsphere exclusion in the vicinity of biological tissue. In eight specimens examined under similar conditions, the
size of the exclusion zone, measured on video images, was found to be 360 + 50 pum. (c) Optical fiber FS-SC-7324, Thorlabs, Newton,
NJ (left), with an acrylate polymer coating, inserted into a microsphere suspension. Microspheres translate toward right; 20x objective, 2
pum carboxylate microspheres. (d) Hydrophilic monolayer, containing COOH groups, with exclusion zone. (e) Nafion-117 film, spear
shaped, 170-um thick, was sandwiched between two glass cover slips, much larger than the film. A carboxylated microsphere
suspension 2-um diameter was infiltrated around the sandwiched film. Dark zones are microsphere-free. Numbers in upper right indicate
time after infiltration, in seconds. Only the first several minutes are shown. (f) Stainless steel wire, without hydrophilic groups at the
surface, sandwiched between two glass slides and exposed to microsphere suspension — no exclusion zone occured (Source: Zheng et al.
2006).
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NMR slike so potrdile, da so izkljucitvene cone povezane z zmanj$ano mobilnostjo glede
na vecinsko vodo. Meritve z visoko resolucijsko IR kamero so pokazale, da so
izkljucitvene cone bolj urejene kot vecinska voda, saj oddajajo manj svetlobe (Zheng in
sod. 2006). pH obcutljiva barvila pa so pokazala, da ima vecinska voda, ki se nahaja poleg
izkljucitvenih con neobicajno nizek pH. Nizek pH pomeni visoko koncentracijo protonov,
kar nakazuje lo¢itev naboja v vodi na H" in OH". Kje pa so ostali negativni naboji? Z
merjenjem elektri¢nega potenciala so ugotovili, da izkljucitvene cone z rastjo postajajo vse
bolj negativno nabite. Takoj ko so elektrodo postavili v izklju¢itveno cono, je namre¢
potencial padel na -120 mV ali manj, odvisno od vrste gela (Zheng in sod. 2006).

V posodo s ¢isto vodo so Pollack in sodelavci (Ovchinnikova in Pollack 2009, Klimov in
Pollack 2007) na skrajna konca vstavili elektrodi in ju izpostavili nizki napetosti (glej sl.
11). Se nekaj &asa po izklopu elektri¢ne napetosti je bila cona anionov in kationov
dolo¢ljiva oziroma vidna z indikatorjem. Po elektrolizi sta pri anodi, kjer je potekala
oksidacija vode in so se kopicili protoni, zaznala bistveno nizji potencial kot pri katodi,
kjer je potekala redukcija in so se kopicili hidroksilni anioni. Ta potencial je ostal zaznaven
tudi po tem, ko sta tokokrog odprla in celo po tem, ko sta odstranila elektrodi.

Slika 11: Shema eksperimenta merjenja elektri¢ne napetosti vode (Vir: Ovchinnikova in Pollack 2009).
Figure 11: Schematic model of experimental setup used for measuring the electrical potential of water
(Source: Ovchinnikova and Pollack 2009).

Ta makroskopska loc¢itev naboja je stabilna in nastane t. im. vodna baterija. Kaj pa jo
hrani? Izkazalo se je, da so izklju¢itvene cone obcutljive na svetlobo. Ce jih izpostavimo
svetlobi, se odebelijo oz. povecajo. Ucinkovit je celoten spekter soncne svetlobe, najbolj pa
cel spekter vidne svetlobe in nevidna bliznja IR sevanja. Ze deset minutna izpostavitev IR
sevanju z valovno dolzino 3 um, ki povzroc¢i dvig temperature vode samo za 1 °C, poveca
velikost izkljucitvenih con za okoli $tirikrat (Zhao in sod. 2008).

Pollackova odkritja so pomembna za razumevanje fizike, kemije in biologije. Prosti

pozitivni naboji v ve€inski vodi namre¢ lahko izvrSujejo razlicne naloge. Katere pa bi to
lahko bile?

V vodi, kot smo Ze pisali v 2.1.1.6, vlada med enako nabitimi koloidnimi delci korelacijski
privlak. Razlog za privlak pripisujejo nasprotno nabitim delcem, ki so porazdeljeni med
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enako nabitimi. Ostaja pa nedoloceno, kako so lahko neenako nabiti delci na razpolago v
ustreznih koli¢inah. Po Nagornyaku in sodelavcih (2009) je koli¢ina protonov, ki izvirajo
iz izkljucitvenih con dovolj, da zadostijo privlaku med negativno nabitimi delci; enako
negativne skupine v izkljucitvenih conah zadostijo privlaku med pozitivno nabitimi delci.
Neposreden test so izvedli s kroglicami ionskih izmenjevalcev. Opazili so, da se kroglice
premera 0,5 mm, ko jih suspendirajo v vodi, med seboj privlacijo na razdaljah do 400 um.
Med pozitivno nabitimi kroglicami so s pH meritvami zaznali visok pH in z
mikroelektrodami negativen potencial; med negativno nabitimi kroglicami so izmerili
nizek pH in pozitiven potencial.

Poskusi s polprepustnimi membranami (Zhao in sod. 2009) so pokazali, da je razlika v
potencialu tudi gonilo pri osmozi. Osmoza je proces, pri katerem skozi polprepustno
membrano, kot so na primer dvoslojne lipidne membrane, topilo prehaja iz manj v bolj
koncentrirano raztopino. Z dodatkom mikrosfer so namre¢ ob polprepustnih membranah
opazili izklju¢itvene cone, ki so bile na mestih, na katerih je voda prehajala skozi
membrano, prekinjene.

Mnogo pomembnih raziskovalcev je objavilo jasne dokaze, da se povrSinska voda razlikuje
od vecinske. Nobelov nagrajenec Albert Szent-Gyorgyi, oce moderne biokemije, je 1971
zapisal: »Zivljenje je voda, ki plese po melodiji trdnih snovi.« Glibert Ling, ki je napisal
pet pionirskih knjig in mnogo drugih del, pa poudarja vlogo vode ob povrSinah pri vseh
celi¢nih funkcijah (npr. Ling 1993, 2001, Ling in sod. 1993).

2.1.2 Vodno okolje celice

Voda v kompleksni raztopini elektrolitov, neelektrolitov, koloidov in hidrogelov, ki se
nahajajo v celici, ima znizano hidratacijsko $tevilo v primerjavi z vecinsko vodo.
Raziskovalci predvidevajo, da znaSa okoli 2,2; podobno kot so ugotovili za vodo v
omejenih prostorih. Viskoznost vode v vodni raztopini snovi v celici je mnogo vecja (10°
do 10’-krat) od veginske vode (Kim in sod. 2003, Major in sod. 2006). Prav tako je
pocCasnejSa in se obnaSa subdifuzivno — cCas, ki ga potrebuje molekula, da prepotuje
razdaljo | ni enak kot pri Brownovemu gibanju, ko je t ~ I?, ampak je spremenjen za t ~ 1*°,
kjer je a = 0,74 (Golding in Cox 2006). Subdifuzivno obnaSanje vode in ionov v vodni
raztopini snovi v celici pri vstopu v npr. hidratacijski ovoj popolnoma hidratirane molekule
DNA ima a ~ 0,81, ¢e pa je DNA minimalno hidratirana, pa je a ~ 0,66 (Oleinikova in sod.
2008). To pomeni, da molekule potrebujejo dalj ¢asa, da pridejo do cilja in se tam dlje ¢asa
zadrzijo (Golding in Cox 2006).

Verkman (2002) je z analizo translacijske mobilnosti ugotovil, da je mobilnost
fluorescenéne molekule v citoplazmi ca. Stirikrat manjsa kot v vodni raztopini. Citoplazma
namre¢ tipi¢no vsebuje 400 g/L makromolekul, ki zasedajo 5 — 40 % volumna celice. V
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citoplazmi torej vlada velika gneca (Ellis in Minton 2003); glej sl. 12. V celici so zato
entropijsko ugodnejsi tisti procesi, ki zmanjSujejo prenatrpanost, povecujejo hitrost
zvijanja proteinov in optimizirajo proteinske funkcije v nagnetenem okolju (Minh in sod.
2006).

Slika 12: Gnecda v citoplazmi. Zaradi veéje nazornosti so manj$e molekule narisane samo v zgornjem desnem
kotu skice (Vir: Goodsell 1993).
Figure 12: Cytoplasm is a crowded environment. For clarity, the small molecules are drawn only in the
upper corner (Source: Goodsell 1993).

Pa so razlike med vodo v vodni raztopini snovi v celici in vecinsko vodo dovolj velike, da
S0 pomembne? Mnenja v literaturi so povsem razli¢na. Eni vodo v vodnem okolju celice
obravnavajo enako kot vecinsko (Hill 1963, 1964). Na drugi strani pa je Pollack in njegovi
podporniki, ki trdijo, da je citoplazma podobna gelu tudi brez makromolekulske mreze in
svojo integriteto ohranja tudi takrat, ko vecje dele celicne membrane odstranimo (Pollack
in Reitz 2001, Pollack 2001).

Voda v vodni raztopini snovi v celici ima dva nac¢ina delovanja. Po prvem se prosto giblje
po celici, po drugem pa ostane ujeta v celi¢nih strukturah. Strukture mnogih membranskih
proteinov kazejo na prisotnost ujetih molekul vode, ki delujejo kot prosteticne skupine na
nacin, ki ni podoben delovanju vecinske vode (izraz prostetiCen uporabljamo npr. za
koencime, ki so kovalentno vezani na specificne encime in so z njimi v dolgotrajni
povezavi.). Ujete molekule vode so urejene v strukture, ki so enako stabilne in pomembne
kot stranske skupine proteinov. Radioliza v povezavi s strukturno masno spektroskopijo je
pokazala, da voda sodeluje tudi pri transmembranskem signaliziranju (Orban in sod. 2010).
Ena izmed moznosti sodelovanja vode pri signaliziranju pa je najverjetneje s pomocjo
protonskih mrez.
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2.1.2.1 Protonska mreza

V vodi vodikovi kationi (H") obstajajo v obliki kompleksov z vodnimi molekulami: kot
hidronijevi (H30"), zundelovi (H,O-H-H,O") in eigenovi ioni (HyO4"). Eden bolj
pomembnih kompleksov je zundelov kation, v katerem si proton delita dve molekuli vode
(Xantheas 2009). Zundelov kation poznajo Ze vrsto let iz IR spektrov, Vendrell in
sodelavci pa so Sele leta 2009 z izracuni IR spektrov zundelovih kationov, v katerih so
enega ali ve¢ vodikovih atomov nadomestili z atomi devterija, opisali njihovo dinami¢no
obnasanje (glej sl. 13).

a H 4 H H
: 0 0 0
O. . , >
H H oM H et —— ‘ Heg H Heg |
H H Y H
b 4 H < H H d H H
Yo
N\ Y N /D \ ./
/O—H—O\ /O—H—O\ /O—Jj__ o\
H/ \H ‘\.H H.j H =
Zundel ion

Slika 13: (a) Prenos vodikovih ionov (H") v vodi poteka po de Grotthussovem mehanizmu, pri katerem se vodikove (&rtkane ¢rte) in
kovalentne vezi (nepretrgane érte) med vodnimi molekulami prekinjajo in ponovno vzpostavljajo. Mehanizem lahko vsebuje poljubno
stevilo molekul vode, Xantheas (2009) pa je sliko poenostavil s §tirimi molekulami. (b-d) Zundelov kation je najmanjsa strukturna enota,
v kateri si proton delita dve vodni molekuli. Njegovi nacini nihanja, ki so jih simulirali Vendrell in sodelavci (2009), so (b) valen¢na
nihanja O-H vezi, (c) upogibanje v ravnini vezi vodnih molekul navznoter in (d) nihanja med vodnimi molekulami in protonom (Vir:
Xantheas 2009).

Figure 13: (a) The transport of hydrogen ions (H+) through water is accomplished by the Grotthuss mechanism, in which hydrogen
bonds (dashed lines) and covalent bonds (solid lines) between water molecules are broken and re-formed. The mechanism can involve
any number of water molecules, but only four are shown here for simplicity. (b—d) The Zundel cation is the smallest structural unit that
enables the sharing of a hydrogen ion by two water molecules. Its modes of vibration, simulated by Vendrell et al. (2009) include (b)
stretches of the outer oxygen—hydrogen bonds, (c) internal bending of the water molecules and (d) vibrations between the water
molecules and the hydrogen ion (Source: Xantheas 2009).

Prenos vodikovih ionov skozi mrezo vodikovih vezi molekul vode poteka po de
Grotthussovem hip-hop mehanizmu; glej sl. 13 (a). Pri 25 °C poteka s hitrostjo 361,9 nm /
s, kar je skoraj dvakrat hitreje od prenosa hidroksilnih anionov in sedemkrat hitreje od
difuzije natrijevih kationov. Protoni sami skozi medij ne potujejo, ampak nihajo okoli
ravnovesne lege in se enkrat pojavijo na enem, nato pa na drugem mestu (Agmon 1995).
To poteka tako, da se med sosednjimi molekulami vode prekinjajo in ponovno
vzpostavljajo kovalentne in vodikove vezi. Podoben hip-hop mehanizem so opazili tudi pri
ionih I' v tekocem jodu in Br ionih v teko¢em bromidu, torej ga ne moremo pripisati
edinstvenim lastnostim vode.

Prenos protonov skozi mrezo vodikovih vezi v vodi je dejansko pocasnejsi, kot bi
predvidevali iz hip-hop mehanizma. Za nastanek hidronijevega iona (Hz0"), ki ima
hidratacijsko Stevilo 3 in ne 4, kot ga ima nevtralna molekula H,O, mora namre¢ mreza
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vodikovih vezi spremeniti orientacijo. Ker se reorganizacija mreze opravi tik pred
prihodom protona, je ta ucinek Agmon (1995) poimenoval po Mojzesu; v mislih je imel
razpolovitev RdeCega morja tik pred prihodom Mojzesa in Izraelcev. Molekulske
simulacije (Day in sod. 2000) so Mojzesov u¢inek potrdile. Kornyshev in sodelavci (2003)
pa so s primerjavo molekulske simulacije in eksperimentalnih podatkov ugotovili, da
prenos protona z Mojzesovim uc¢inkom poteka v obliki zundelovega kationa, kar zahteva
sodelovanje in premestitev kar dveh ali treh protonov hkrati; glej sl. 13 (b-d).

Molekulske simulacije empiriénih valenénih vezi (Lapid in sod. 2005) so pokazale, da je
proces transporta protonov Se bolj kompliciran. Eni protoni pri mehanizmu sodelujejo,
medtem ko ga drugi ovirajo. V kristalni strukturi vode v trdnem stanju sta namre¢ dva
orientacijska Bjerrumova defekta. L-defekt (“~"H,O OH;, "), ki izhaja iz nemske besede
»lehr« oziroma prazen in oznacuje konfiguracije vodne molekule v ledu, kjer med
sosednjima atomoma kisika ni protonov. D-defekt (“"H-O-HH-O-H") pa se imenuje po
nemski besedi »doppelt«, dvojen in oznacuje konfiguracije, kjer med sosednjima vodikoma
ni kisika (Gosar 1980). Podobni defekti so torej prisotni tudi v protonskih mrezah in
ovirajo difuzijo protonov.

Vendarle niso samo L in D-defekti tisti, ki vplivajo na transport protonov. Mezer in
sodelavci (2005) so ugotovili, da protonski hip-hop mehanizem z zundelovimi kationi
lahko premes$¢a protone vzdolZz povrSine proteinov skozi mreZo nepremic¢nih molekul
hidratacijskega ovoja. Protone namre¢ zadrZijo elektrostaticne interakcije s Coulombovo
kletko (R-COO'X") kislinskih ligandov na povrini proteinov tako dolgo, dokler se ne
vezejo na ustrezno akceptorsko mesto. Podobno uravnavanje prenosa protonov s
kislinskimi skupinami so pokazale tudi molekulske simulacije protonskega prenosa med
dvema mestoma, oddaljenima za nekaj A, na molekuli fluoresceina.

Encimska kataliza je mehanizem, pri katerem lahko nekateri proteini pospesijo kemijske
reakcije za faktor 10'° do 10** (Wolfenden in Snider 2001). Pri tem pa biokemijska in
fizikalna osnova teh mehanizmov Se vedno ni povsem poznana. Masgrau in sodelavci
(2004) predvidevajo, da ima mocan vpliv pri katalizi kvantno mehansko tuneliranje
protonov. Proteinski substrat, ki neposredno sodeluje pri izgradnji hidratacijskega ovoja
namre¢ ni toga matrica, ampak je spremenljiv (Wilson in sod. 1997, Daniel in sod. 1999)
in mo¢no povezan z dinamiko hidratacijske vode (Fenimore in sod. 2004). Z nevtronskim
sipanjem (Pagnotta in sod. 2009) so na povrSini hidratiranih proteinov potrdili, da so
protoni pri sobni temperaturi delokalizirani in jih ne moremo povezati z nobeno od
molekul vode ter z vsemi hkrati.

V vodi pa so poleg protonov delokalizirani tudi elektroni (Del Giudice in sod. 2009). Pod
kritiéno temperaturo in nad kriticno gostoto plinskih molekul vode namre¢ pride do
faznega prehoda, pri katerem se pojavi koherentno stanje. Za koherentno stanje je znacilen
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skupni ritem nihanja vseh sestavnih delov znotraj obmocja, ki ga imenujemo »koherentna
domena« (KD). Molekule vode v KD nihajo od osnovnega do vzbujenega stanja. V
osnovnem stanju so elektroni mo¢no vezani, v vzbujenem pa je energija molekul povecana
na 12,06 elektronvoltov (eV). Ker je energija odcepitve elektrona oziroma ionizacije
molekule vode 12,60 eV, potrebuje v vzbujenem stanju za sprostitev elektrona le malo
energije, in sicer: 12,60 — 12,06 = 0,54 eV. Zato ima voda v koherentnem stanju veliko
vec¢jo tendenco, da sprosca elektrone kot v ne-koherentnem stanju. Medtem ko voda v ne-
koherentnem stanju privlaci elektrone in tvori H,O ione, je energetska ovira, ki zadrzuje
elektrone znotraj KD tako majhna, da obstaja znacilna verjetnost za kvantno tuneliranje.
Prav to pa daje vodi posebne lastnosti glede na druga sorodna polarna topila z vodikovimi
vezmi.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Pri delu smo uporabili naslednje materiale (glej pregl. 1 do 3):

Preglednica 1: Uporabljene kemikalije.

Table 1: Used chemicals.

kemikalije proizvajalec
natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3) > 99,7 % Sigma-Aldrich
kalijev klorid > 99,999 % Merck
zveplova (VI) kislina (H,SO,) Sigma-Aldrich
etanol (C,HsOH), >99,0 % Merck
vodikov peroksid (H,0,), 30 % Belinka
kalijev permanganat (KMnQ,), > 99,8 % Kemika
dimetilsulfoksid (DMSO), 99 % Fluka

gojisce Luria-Bertani (LB) Sigma-Aldrich
acetonitril Aldrich
agar-agar Biolife
N-(heksanoil)-L-homoserin lakton (HHL) Sigma-Aldrich
N-(3-okso-heksanoil)-L-homoserin lakton (OHHL) | Sigma-Aldrich

Preglednica 2: Uporabljena voda.

Table 2: Used water.

voda

destiliranje priprava

destilirana voda
(dH;0)

enkrat destilirana

Destilator DV8 Kambi¢ Laboratorijska oprema.

Milli-q (Mq)

dvakrat destilirana in
prefiltrirana

Na Katedri za analizno kemijo FKKT Univerze v Ljubljani
jo pridobivajo tako, da dvakrat destilirano vodo prefiltrirajo
s polimernimi filtri Millipore brez uporabe gama Zarkov.

trikrat destilirana
voda (3x-dH,0)

trikrat destilirana

Demineralizirano vodo destilirali v bidestilacijski napravi iz
kvarénega stekla (DESTAMAT BIl8E, Heraeus); produkt
tretjic¢ destilirali v zaprto posodo.

Preglednica 3: Strukture uporabljenih feromonov AHL.
Table 3: Structure of used pheromones AHL.

(0]

O )k

N R

H

0
Lo . . M yo)
R kemijsko ime kratica topilo
g/mol | mg/mL

(CH,)4CH3 N-heksanoil-L-homoserin lakton HHL acetonitril | 199,9 0,4
CH4(CH2),COCH, E—k(ti-nokso-heksanmI)-L-homoserln OHHL dH,0 213.2 1

Feromona smo hranili v zamrzovalniku Electrolux, model EU 6830 C pri -20 °C.
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3.1.1 Cis&enje steklovine

%

Preglednica 4: Postopki ¢is¢enja steklovine.
Table 4: Procedures of glass cleaning.

steklovina postopek Ciscéenja
Steklovino smo najprej dobro ocistili z vodo iz pipe, nato notranje povrsine
omodili z raztopino koncentrirane zveplove Kisline (H,SOy,) in kalijevega
Laboratorijska permanganata (KMnQOy) (ca. 0,5 g KMnO, v ca. 200 mL H,SO,) in poc¢akali, da

steklovina pred prvo
uporabo

oksidira iz zelene v vijoli¢no barvo. Po izlitju vsebine smo steklovino ponovno
splaknili z vodo iz pipe, notranje povrsine omoéili s 15 % H,0, in pocakali, da
vsaj dve uri oksidira. Po ponovnem izlitju vsebine smo steklovino petkrat
splaknili z dH,0 in na koncu $e trikrat z Mq oziroma 3x-dH,O ter pustili, da se
posusi.

2-in 20-mL steklenicke
za staranje

Uporabljali samo nove steklenicke, ki smo jih trikrat sprali z dH,O in dvakrat z
Mq ter susili dve uri na 180 °C.

Steklovina, v kateri smo
hranili epitaksi¢no
vtisnjene »informacije«

Steklovino smo po spiranju za $tiriindvajset ur namocili v 1 mol/L H,SOy,
ponovno sprali z vodo iz pipe, petkrat z dH,O in trikrat z Mq oziroma 3x-dH,0,
nato pa dve uri susili v susilniku na 180 °C.

Steklovina (splosna
uporaba za merjenje
prevodnosti in UV-VIS
spektroskopijo)

Steklovino smo petkrat sprali z dH,O in trikrat z Mq oziroma 3x-dH,0 ter
pustili, da se posusi.

steklovina (splosna
uporaba za delo z
bakterijami)

Steklovino smo petkrat sprali z dH,O ter pustili, da se posusi. Nato smo jo
sterilizirali.

3.1.2 Sterilizacija raztopin, gojis¢ in steklovine

Gojisca in druge tekocine, ki smo jih uporabljali pri delu z bakterijami, smo sterilizirali v
avtoklavu 3150 EL (Tuttnauer) 20 minut na 121 °C. Steklovino smo sterilizirali s suho
toploto (2h, 180 °C) v sterilizatorju ST60 (Elektrotehnika LABO). Ves ostali material za
gojenje bakterij pa smo predhodno sterilizirali 20 minut na 121 °C, nato pa 15 minut susili.
Delo z bakterijami smo opravili v mikrobioloSki komori M 12 (Iskra P10O).

3.2 METODE

Metode, ki smo jih uporabili za merjenje vpliva molekulske »informacije«, so bile

naslednje (glej sl. 14):
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MEHANOGENA
EPITAKSIA: PRIPRAVA OBDELAV E'EEELRK%?JTA
izmenicno red¢enje in bdel .
dinamizacija (mo¢no opdefava zmochimi
tresenje) elektricnimi impulzi
METODE
rMERJENJE PREVODNOSTI FEROMONSKI TEST
(Elia in sod. 2008 in lasten (McClean in sod. 1997 in UV-VIS SF_’EKTROSKOPI‘]A
L razvoj) razvoj 1. Bion) (Raoiin sod. 2007)
OPAZOVALNI OPAZOVALNI PROCES: OPAZOVALNI
PARAMETER: zaznavanje "2"0“”“3" PARAMETER:
prevodnostin CnaHcos . .CVO. 6 . A209-190
(koli¢ina violaceina)
PROUCEVANI y
DEJAVNIKI: PROUCEVANI PROUCEVANI
obdelava,polozaj,&as,V, T DEJAVNIKI: DEJAVNIKI:
in f obdelava obdelava
OBDELAVE: OBDELAVE: OBDELAVE:
KON, MV, MK, EV, KON, MF, MF1-3, EF, KON, MV, MK, EV,
EK EF1 EK
NPLIC BSOS [N URLAOM STARSNIA KA
L FT ] n_;‘":‘,xY.t ]
»

Slika 14: Shema metod, ki smo jih uporabili za merjenje vpliva molekulske »informacije«.
Figure 14: Scheme of methods used for measuring the influence of molecular »information«.
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3.2.1 Mehanogena epitaksija

Obdelava raztopin z mehanogeno epitaksijo poteka s ponavljanjem dveh korakov —
redCenja (stotinsko, »centesimalno«, ali desetinsko, »decimalno«) in dinamizacije. Proces
dinamizacije poteka s sunkovitim ro¢nim oziroma mehanskim tresenjem raztopine.
Raztopine smo dinamizirali s pomoc¢jo 50 W in 0,2 A vibracijskega meSalnika Vibromix
10 (Tehtnica), ki smo ga za trideset sekund nastavili na maksimalno mo¢ (3000 rpm, 50
Hz). Za centesimalno redc¢enje KCI je zacetna tocka 1 % masna raztopina KCI v 0,05 mM
NaHCO;. Da pripravimo centesimalno red¢enje KCl, 1 g KCI dodamo 99 g topila
(izhodis¢na raztopina) in dinamiziramo. Kon¢na raztopina se imenuje KCI »1 centesimal
hahnemannian« (Elia in sod. 2010) ali KCI 1cH. Da bi pripravili 2 centesimal
hahnemanian (KCI 2cH), smo 1 g KCI 1cH dodali 99 g izhodi$¢ne raztopine in dobljeno
raztopino dinamizirali. Ce pa Zelimo pripraviti KClI 10cH, moramo red&enje in
dinamizacijo desetkrat ponoviti. Pri tem se koncentracija KCI ustavi pri minimalni
vrednosti, ki je enaka koncentraciji KCl v izhodi$¢ni raztopini. V primeru, ko red¢imo
organske snovi, ki obi¢ajno niso prisotne v vodi oziroma izhodi$¢ni raztopini, pa je v 10cH
koncentracija izvorne organske snovi (npr. feromona N-(3-okso-heksanoil)-L-homoserin
laktona oziroma OHHL) razredéena za 102°. Medtem ko je v KCI 10cH koncentracija
izvorne snovi enaka kot v izhodis¢ni raztopini, je v OHHL 10cH prisotnih samo Se
priblizno 10° molekul.

Pri pripravi raztopin za merjenje prevodnosti smo kot izhodi$¢no raztopino uporabili 0,05
in 0,1 mmol/L NaHCOj; zato, ker smo s tem preprecili ve¢je napake zaradi raztapljanja
CO; pri merjenju prevodnosti destilirane vode. Uporabili smo razli¢no Stevilo red¢enj in
dve izvorni snovi. Zato smo te podatke navedli pri vsakem eksperimentu posebej. Po
obdelavi smo raztopino natanéno odmerili v vnaprej pripravljene steklenicke, ji izmerili
prevodnost in / ali steklenicke pripravili na staranje.

Ker se iz stekla, v katerem raztopine staramo, izlocajo alkalijski oksidi, moramo poznati
to¢no koncentracijo Na* v raztopinah. Natrijev oksid namre¢ reagira z vodo in ogljikovim
dioksidom, ki se prav tako nahaja v raztopinah, v natrijev hidrogen karbonat po enacbi 1:

Na,O + H,0 + 2 CO; «» 2 NaHCO3 ~..(1)
3.2.2 Elektrogena epitaksija
Metodo »informiranja« z elektrogeno epitaksijo so razvili na Institutu Bion in jo izvajamo
s pomoc¢jo naprave, imenovane Elibrator. S to napravo predvidevamo, da lahko katerokoli

snov, ki je v tem primeru vir »informacije«, s pomocjo elektrike vtisnemo v raztopino, ki je
prejemnik »informacije« (glej sl. 15).
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Tokokrog Elibratorja smo imeli sestavljen na mizi in je bil vedno na istem mestu v isti
sobi. Sklenjen tokokrog je povezovala osrednja komponenta, generator visoko napetostnih
sunkov. Napetostni sunki so nastavljeni na 23.000 V s frekvenco 1,7 Hz. Generator ima
priklju¢ek na 220 V omrezje in negativni ter pozitivni pol. Prvi pol generatorja je povezan
z navadno bakreno zico, ki smo jo ozemljili. Drugi pol pa smo povezali s prirejeno bakreno
elektrodo, ki ima na koncu 2 ¢cm dolgo zlato zicko. Prirejena elektroda je oblikovana tako,
da zlato zicko pomoc¢imo v vsebino v 1,5-mL epruveti iz kremencevega stekla (izhodna
epruveta); vsebina pa je 1 mL raztopine vira »informacije« oziroma izhodne snovi. Nad in
pod izhodno epruveto smo namestili dva stalna magneta s premerom 10 cm 400 mT, ki sta
z ustvarjanjem nehomogenega magnetnega polja od 5 do 50 mT v izhodni epruveti
predvidoma poskrbela za bolj ucinkovito epitaksijo. Izhodna epruveta je bila vstavljena v
sprejemno epruveto, v katero smo nalili ~ 70 mL izhodi$¢ne raztopine, ki je »informacijo«
predvidoma prejela. Epruveti smo nato vkljucili v tokokrog, s katerim smo predvidoma
izpeljali elektrogeno epitaksijo. Pri tem smo pazili, da vsebini izhodne in sprejemne
epruvete nista v nikakr$nem fiziénem stiku, »povezani« sta zgolj in samo z moc¢nim
elektriénim poljem. Predvidevamo, da elektri¢no polje izhodne snovi spremeni elektri¢no
polje, ki predvidoma vpliva na sprejemno raztopino tako, da se vanjo epitaksi¢no vtisne
»informacija« izhodne snovi.

epruveti
,.4/4
bakrena .q /
generator visoko- = elektroda V¢

napetostnih sunkov

I \\ HEEE LG
vir »informacije« g — . «
(donor) T 1: = magneta
)

raztopina NaHCO; = ) S 4
(akceptor) ol | [ |

Slika 15: Shema Elibratorja.
Figure 15: Scheme of Elibrator.

Elektrogeno epitaksijo smo izvajali petindvajset minut, nato smo generator napetostnih
sunkov ugasnili, sprejemno epruveto prekrili s para filmom in jo desetkrat roc¢no
dinamizirali. V primeru, ko smo isto »informacijo« predvidoma epitaksi¢no prenesli v veé¢
sprejemnih epruvet, smo vsebino vseh zlili v ve¢jo bucko in jo dobro premesali. Z
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elektrogeno epitaksijo predvidoma obdelano raztopino smo nato natanéno odmerili v
vnaprej pripravljene steklenicke.

Med pripravo raztopin, predvidoma obdelanih z elektrogeno epitaksijo, smo nosili zas¢itne
rokavice. Pred vsakokratnim »informiranjem« smo sobo, v Kateri stoji elibrator, prezracili
in ocistili s petnajst minutnim epitaksicnim prenosom dH-O.

3.2.2.1 Priprava obdelav

Pri merjenju prevodnosti in UV-VIS spektroskopiji smo primerjali obdelave, navedene v
preglednici 5. Kot izhodis¢no raztopino smo pri merjenju prevodnosti uporabljali 0,05
oziroma 0,1 mmol/L NaHCOs. Pri UV-VIS spektroskopiji pa smo uporabili se Mg, 95 %
in 70 % etanol.

Preglednica 5: Obdelave, uporabljene pri merjenju prevodnosti in UV-VIS spektroskopiji.
Table 5: Treatments used for conductivity measurements and UV-VIS spectroscopy.

obdelava donor »informacije« | Kratica
brez obdelave - kontrola | / KON
h itaksii voda MV
mehanogena epitaksija KCl MK
lek itaksii voda EV
elektrogena epitaksija KCl EK

Pri feromonskem testu smo primerjali obdelave KON, MF in EG, navedene v preglednicah
14 in 15. Kot izhodni snovi oziroma donorja »informacije« smo uporabili feromona acil
homoserin laktona, OHHL in HHL. Pri pripravi raztopin OHHL oziroma HHL, obdelanih
z mehanogeno epitaksijo, smo kot izhodiS¢no raztopino, s katero smo redcili, uporabili
sterilno gojis¢e LB z 20 g/L LB oziroma sterilno destilirano vodo. Kot osnovno raztopino
pri elektrogeni epitaksiji pa smo uporabili destilirano vodo, ki smo ji po obdelavi dodali
etanol. Tako pripravljeno 40 % raztopino etanola smo razred¢ili ena proti sto s sterilnim
gojis¢em LB oziroma dH,O ter dinamizirali. Tako smo dobili »informacijo« OHHL
oziroma HHL (EF) v gojis¢u LB oziroma dH,O z 0,4 % etanola. 2 dH OHHL smo
pripravili z dvakratnim red¢enjem 1 : 10 izhodne raztopine OHHL in dvakratnim
dinamiziranjem. OHHL 12cH pa smo pripravili z dvanajskratnim red¢enjem 1 : 100 in
dinamiziranjem ter vsebuje 4,7 10™ pmol/L OHHL.

3.2.3 Merjenje prevodnosti

Elektrolitska prevodnost nam pove, kakSna je sposobnost raztopine, da prevaja elektri¢ni
tok. Pri natan¢nih meritvah je pomembno, da prevodnost merimo pri konstantni
temperaturi, prepre¢imo polarizacijo na elektrodah in uporabljamo natancen elektri¢ni
aparat za merjenje prevodnosti. Tako zagotovimo, da na meritve pri konstantni temperaturi
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vpliva le koncentracija, valenca in mobilnost ionov v raztopini, ki se nahaja med
elektrodama. Veéina vodnih raztopin ima pri 25 °C temperaturni koeficient prevodnosti 2
% / °C. Uporabo vode kot termostatske tekoCine odsvetujejo zaradi nezelenih kapacitivnih
vplivov vzdolZz celi¢nih sten. Jones in Josephs (1928) sta izracunala, da je razlika med
upornostjo v z vodo in z oljem napolnjenim termostatom + 0,5 %. Napake na zapletene
nacine variirajo z geometrijo celice, prevodnostjo termostatske vode in upornostjo merilne
celice. Vec¢je so pri vi§jih frekvencah in pri vecjih upornostih celice (oz. nizjih
prevodnostih), kar kaze na to, da skozi celi¢ne stene in termostatsko vodo tecejo stranski
elektri¢ni tokovi. Napake se zmanjSajo, ko termostatski vodi pove¢amo prevodnost z
dodatkom KCI (Robinson in Stokes 2002: 87-116 str.).

Pri merjenju prevodnosti merimo upornost med dvema elektrodama konstantnih oblik in
velikosti. Upornost je odvisna od konstante celice (K), od dimenzij (S) in razdalj med
elektrodama (d), K = d /S [1/cm]. Zato je stalna praksa, da celico pred meritvami redno
kalibriramo s pomoc¢jo raztopine z znano specificno prevodnostjo. Polarizacijo na
elektrodah prepre¢imo z uporabo izmenicnega toka in platiniziranjem elektrod, sistemom,
ki ga je prvi preizkusil ze Kohlrausch (1897). Kljub temu, da izmeni¢ni tok ucinkovito
prepreci elektrolizo, pa se zaradi kapacitativnih in induktivnih u¢inkov, ki se pri njem
pojavijo, dodatno oteZzi izdelava naprave. Obliko in konstrukcijo visoko preciznih mostov
izmeni¢ne napetosti, ki jih $e danes uporabljamo, so predvideli Grinnel Jones in sodelavci
(na primer Jones in Bollinger 1929) ter Shedlovsky (1930). Baterijo enostavnega
Wheatstonovega mostu so nadomestili s sinusoidnim izmeni¢nim potencialom iz
oscilatorja, galvanometer pa z ustreznim detektorjem. Za preciznost meritev sta oscilator in
detektor pomembni napravi, na meritve pa poleg teh pomembno vpliva tudi oblika celice.
Objekt meritev mora biti zgolj idealna omska upornost raztopine med elektrodama. Ce
torej impedanca celice zdruzuje samo to upornost, potem je enaka pri vseh frekvencah. V
praksi pa to ni izvedljivo, saj ve¢ virov vpliva na celotno impedanco celice, ki se zato
spreminja s frekvenco.

Nekaterim virom impedance se lahko izognemo s primerno obliko celice, drugim, ki so
nelocljivo povezani s procesi na elektrodah, pa se lahko delno izognemo s pravilno izbiro
termostatske kopeli. Procese na elektrodah lahko zmanjSamo tudi s platiniziranjem
elektrod (Kohlrausch 1897). Vendar pa moramo biti pazljivi pri delu z razred€enimi
raztopinami, saj platina rada adsorbira topljence, zaradi ¢esar prevodnost ni konstantna. Pri
uporabi platiniziranih elektrod je priporocljivo, da prevodnost merimo pri ve¢ frekvencah
in glede na to, kak$no frekven¢no odvisnost opazimo, ekstrapoliramo do neskonc¢ne
frekvence (Robinson in Stokes 2002: 87-116 str.). Pri nasih eksperimentih pa smo poskuse
zasnovali tako, da smo med seboj primerjali prevodnosti pri 1000 Hz, podobno kot Elijeva
raziskovalna skupina, in frekven¢ne ucinke pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz (H1000, H10 000,
H100 000). Frekvenéne ucinke smo racunali po podobni enacbi, kot sta jo za vodne raztopine
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parafinskih soli uporabila Shirai in Tamamushi (1955), s tem da smo za osnovo primerjav
nazornosti v prid izbrali frekvenco 120 Hz:

Hr = 100 (ot — 0120) / 0120 ..(2)

Pri tem je of prevodnost pri frekvenci f in o120 prevodnost pri 120 Hz. Tako smo na primer
frekven¢ni ucinek pI‘i 1000 Hz racunali po enacbi H1000 =100 (0'1000 — 0 120) /o 120-

Prevodnost raztopin smo merili s sistemom BFK (glej 3.3.2), pri nakupu katerega smo si
pomagali s preliminarnimi eksperimenti na sistemu MBR (glej 3.3.1).

3.2.3.1 Komponente sistema za merjenje prevodnosti MBR

Komponente sistema Marije BeSter-Rogac¢ (MBR), ki se nahaja na Katedri za fizikalno
kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani, s katerim smo
izvajali preliminarne eksperimente, so naslednje:

1. Natan¢ni uporovni most (Leeds&Northrup), s katerim merimo upornost elektrolitskih
raztopin pri frekvencah izmeni¢nega toka od 500 do 10 000 Hz, z natan¢nostjo 0,02 %
pri 25 °C.

2. Hladna kopel Lauda WK1400 in natan¢ni termostat Lauda UB40, ki omogocata
meritve med 5 in 45 °C.

3. Temperaturo natan¢nega termostata nadzoruje natanéni platinasti uporovni termometer
Pt 100 (MPMI 1004/300 Merz), ki je zvezan na HP 3458A Multimeter in vsako
temperaturo nastavi v roku 15 minut z natancnostjo 0,005 K. Kratko- in dolgoro¢na
temperaturna nihanja so vsa pod 0,005 K (Bester-Rogac in Habe 2006).

4.  Set devetih kapilarnih celic za merjenje upornosti z naslednjimi konstantami:

Preglednica 6: Konstante kapilarnih celic sistema za merjenje prevodnosti MBR.
Table 6: Constants of capillary cells of the system for measuring conductivity MBR.
konstanta
(2/cm)

celica

1. celica | 22,706
2. celica | 53,940
3. celica | 33,194
4. celica | 6,552

5. celica | 3,2925
6
7
8
9

.celica | 72,726
. celica | 36,681
. celica | 83,748
.celica | 14,524
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3.2.3.2 Komponente sistema za merjenje prevodnosti BFK

Komponente sistema za merjenje prevodnosti, ki je skupna investicija Instituta Bion d.o.o.

in Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani (BFK), pa so:

1. Merilec impedancne upornosti »Frequency passive components measuring instrument
Stanford SR720 LCR Meter« s petimi frekvencami izmeni¢nega toka, 100, 120, 1000,
10 000 in 100 000 Hz, od Ronde&Schwartz.

2. Termostat VB13H, ki deluje v temperaturnem obmocju od 0 — 100 °C na £+ 0,1 °C
natan¢no, od Kambi¢ Laboratorijska oprema.

3. Siva platinizirana dvopolna merilna celica Microsamples CDC749 za merjenje
prevodnosti od 1 — 1000 uS/cm od Radiometer Analytical s konstanto 1,66/cm.

4. Racunalniski krmilni sistem, ki povezuje vse tri komponente, merilnik, merilno celico
in termostat, z racunalnikom, delo g. Dusana Habeta.

5. Pritrdilni sistem, ki omogoc¢a konstantne pogoje pri vstavitvi merilne celice v 2,5- in
20-mL steklenicke.

6. 2,5-mL steklenicke iz prosojnega stekla dimenzij 31 x 15 mm s pokrovcki iz umetnega
materiala (neoLab) in 20-mL steklenicke (Wheaton); glej sl. 16.

7. Digitalni uporovni termometer, ki meri temperaturo na + 0,01 °C natancno.

L L

~—

Slika 16: 2,5- in 20-mL steklenicki.
Figure 16: 2,5- and 20-mL vials.

3.2.3.3 Kemijska analiza z ICP-MS

Koncentracijo natrija, kalija, magnezija, kalcija in srebra v staranih raztopinah natrijevega
hidrogen karbonata smo dolo¢ili z ICP-MS inStrumentom (Agilent 4500). ICP-MS je
kratica za induktivno sklopljeno plazmo z masnim spektrometrom. Od dobljenih vrednosti
smo odsteli povprecje slepih paralelk (Mq, N = 6). Umeritveno krivuljo smo dolo¢ili z
metodo standardnega dodatka (N = 10). Mejo zaznave smo dolo¢ili kot trikratno vrednost
standardne deviacije slepih vzorcev (3s, N = 6) in je bila 0,001 mg/L za Mg ter 0,01 mg/L
za Ca, Nain K.

3.2.3.4 Dolocitev vodikovega peroksida v staranih raztopinah
Koncentracijo H,O, v raztopinah, obdelanih z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo, smo

primerjali s koncentracijo v svezi Mq, ki nam je sluzila kot osnovno topilo pri pripravi
raztopin. Postopek dolo¢itve je bil naslednji: Vsebino PR (v 2,5-mL stekleni¢kah) staranih



38

Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

raztopin EV, EK in MV smo prelili v tri 50-mL merilne bucke (tri paralelke), jim dodali po
5 mL 1 mol/L H,SOy in titrirali z 0,164 mmol/L standardno raztopino KMnQO, do vijoli¢ne
obarvanosti (glej enacbo 3).

5 H,0, + 2 MnO4 + 6 H3O* <> 5 0, + 2 Mn?* + 14 H,0 ..(3)

Postopek smo ponovili s slepimi paralelkami (Mq, N = 3) ter izracunali povprecno porabo.
Rezultate dolocitve smo podali v Prilogi B.

3.2.3.5 Potek dela

Najprej smo pripravili izhodis¢no raztopino z dolo¢eno koncentracijo NaHCO;3; (0,05
mmol/L oziroma 0,1 mmol/L). Kot topilo smo uporabili Mq z manj kot 2 pS/cm. Vso
laboratorijsko steklovino smo pred prvo uporabo ocistili s H,SO4 / H,0,. Izhodis¢no
raztopino smo po pripravi razdelili na pet delov. Dva dela smo obdelali z mehanogeno, dva
z elektrogeno epitaksijo, enega pa pustili neobdelanega (kontrola) in z njim ravnali enako
kot z ostalimi. Nato smo raztopinam natan¢no odmerili po 2 mL v 2,5-mL oziroma po 2
mL, 5 mL in 10 mL v 20-mL steklenicke (glej sl. 16). Vsem petim obdelavam smo izmerili
prevodnost in jih shranili na tri nacine, PR, ST ter MD (glej pregl. 7). Raztopine so bile ves
Cas staranja tesno zaprte. Po doloCenem c¢asu smo raztopinam ponovno izmerili
prevodnost. Ker stekleni¢ke s ¢asom izlocajo ne€istoce, smo sistemati¢no analizirali vzorce
z ICP-MS. Kemijsko analizo smo izvedli takoj po meritvah prevodnosti raztopin in pri tem
zaradi majhnih volumnov staranja ve¢inoma porabili vse vzorce. Nekaterim raztopinam
smo dolocili vsebnost vodikovega peroksida (glej 3.3.4) in kalija, magnezija ter kalcija

(glej pregl. B4).

Preglednica 7: Nacini staranja raztopin NaHCOj.
Table 7: Types of ageing of NaHCO; solutions.

kratica = opis vplivi
prosto na polici v laboratoriju, nezas¢iteno | nihanja v temperaturi, svetloba, manjsi tresljaji,
PR pred manjS$imi tresljaji  laboratorijskih | rokovanje brez zas€itnih rokavic — po navodilih
aparatur Elijeve raziskovalne skupine
ovite v aluminijasto folijo in 2 mm plasticno | manjSa nihanja v temperaturi, zasCiteno pred
ST peno v Skatli iz 8 cm stiropora v zaprti | svetlobo, brez tresljajev, rokovanje z za$¢itnimi
nepomicni omari rokavicami
MD ovite v aluminijasto folijo v zamrzovalniku | zas¢iteno pred svetlobo, rokovanje z za$éitnimi
pri -20 °C rokavicami

Potencialni dejavniki, ki bi lahko vplivali na meritev prevodnosti staranih raztopin in smo

jih zaradi rezultatov analiz in izkuSenj raziskovalne skupine Vittoria Elije (Elia in sod.
2008, 2010, Belon in sod. 2008) zanemarili, so bili:
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1. K*, Mg* in Ca*, ki se s ¢asom glede na ICP-MS analize iz stekla izluzujejo v
desetkrat manjgih koli¢inah kot Na* (gl. pregl. B4). Presezki prevodnosti so bili Ze pri
samem upoStevanju natrijevih ionov v mnogih primerih negativni. ICP-MS analizo
smo namrec zaradi destruktivnosti do vzorca izvedli Sele po merjenju prevodnosti.

2. Ag’, ki bi se lahko raztapljal iz Zi¢ke, ki smo jo uporabljali pri postopku elektrogene
epitaksije, in je bil pod mejo detekcije ICP-MS analize.

3. Vodikov peroksid, ki po Voeikovu (2007) nastaja pri dinamizaciji in ga je bilo glede na
titracijo s kalijevim permanganatom enako kot v topilu, Mq (glej pregl. B5).

Pri toc¢ki ena nismo navedli silicijevih ionov, ki se po novejsih izkusnjah raziskovalne
skupine Vittoria Elie (Elia in sod. 2008, 2010, Belon in sod. 2008) izluzujejo v tako
minimalnih koncentracijah, stokrat manj kot Na', da jih lahko zanemarimo. Natrij se iz
stekla izluzuje v obliki oksida, Na,O, in s CO, ter H,O tvori NaHCO3. Zato smo kemijski
doprinos izmerjene prevodnosti (ouk) izracunali s pomo¢jo umeritvenih krivulj z NaHCO3
pri 25 in 5 °C ter petih frekvencah merilnika BFK, oy = K * CnaHcos + .

Eksperimente smo razdelili na tri dele. Pri vseh smo prevodnost merili pri 25 °C, pri
tretjem pa tudi pri 5 °C. V prvem delu smo primerjali ponovljivost staranja 2 mL raztopin.
V drugem delu smo ugotavljali, kakSen je vpliv volumna staranja oziroma koeficienta
sticne povrsine z volumnom (S/V) na prevodnost po staranju. V tretiem delu pa smo
primerjali prevodnosti treh poloZajev staranja. Polozaji staranja so se razlikovali po
temperaturi, izpostavljenosti svetlobi in mehanskim vibracijam.

3.2.3.6 Preliminarna merjenja prevodnosti s sistemom MBR

Izhodis¢no raztopino, 0,05 mmol/L NaHCO3, smo obdelali z elektrogeno epitaksijo v EV
in EK (glej pregl. 5). Kot topilo smo uporabili 3x-dH,0. Postopek elektrogene epitaksije
smo izvajali dvajset minut. Kot izhodno snov (donor) za »informacijo« vode smo uporabili
3x-0H,0, za »informacijo« KCI pa nasic¢eno raztopino KCI. Raztopine smo po obdelavi
shranili ¢ez no¢ v 40-mL plasti¢nih epruvetah za centrifugiranje, zavitih v aluminijasto
folijo in zaprtih v kartonski $katli. Najprej smo neobdelani izhodi§¢ni raztopini (KON)
izmerili prevodnost pri 25 °C z naslednjimi tremi kapilarnimi celicami: 22,7, 53,9 in
3,3/cm. Nato smo primerjali odvisnost prevodnosti od frekvence EV, EK in KON v
merilnih celicah z razlicnimi konstantami pri 25 in 5 °C. EV smo merili v celicah z
22,7/cm in 53,9/cm, EK v 33,2/cm in 6,6/cm, KON pa v 3,3/cm.

3.2.3.7 Uvajanje sistema BFK

Meritve svezih in staranih vzorcev smo izvajali v 2,5-mL steklenickah. Pri merjenju vpliva
termostatske kopeli na prevodnost pri 10 000 in 100 000 Hz pa smo uporabili 20-mL

eyee
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merilnika BFK, 10 000 in 100 000 Hz, smo dH,O v termostatu dodali NaCl (wWnac) = 10
%). Merilno celico smo pred meritvami redno kalibrirali. Ker smo opazili, da od¢itek pri
nekaterih meritvah zaradi uporabe platiniziranih elektrod in razred¢enih raztopin ni bil
konstanten, smo upostevali povpre¢je desetih ponovitev meritev vzorca. Pri tem je morala
biti RSE manjsa od 1,6 % (glej primer v pregl. 8). Rezultate uvajanja sistema BFK smo
podali v Prilogi B.

Preglednica 8: Primer desetih meritev prevodnosti 104 umol/L NaHCOs pri 100, 120, 1000, 10 000 in 100
000 Hz ter 5 °C z opisno statistiko - povpre¢ja (AVG), standardne deviacije (SD), standardne napake (SE) in
relativne standardne napake (RSE).

Table 8: Example of ten conductivity measurements of 104 pmol/L NaHCO; at 100, 120, 1000, 10 000 and
100 000 Hz and 5 °C with descriptive statistics - averages (AVG), standard deviations (SD), standard errors
(SE) and relative standard errors (RSE).

f (Hz) 100 120 1000 10000 | 100 000
1. meritev o (uS/cm) | 10,7 | 10,7 | 10,8 | 10,6 8,0
2. meritev ¢ (uS/cm) | 10,7 | 10,7 | 10,8 | 10,5 8,0
3. meritev ¢ (uS/cm) | 10,6 | 10,6 | 10,7 | 10,5 79
4. meritev o (uS/cm) | 10,6 | 10,6 | 10,7 | 10,4 7,9
5. meritev ¢ (uS/cm) | 10,5 | 10,5 | 10,6 | 10,4 7,8
6
7
8
9

meritev ¢ (uS/cm) | 10,5 | 10,5 | 10,6 | 10,3 7,8
meritev ¢ (uS/cm) | 10,4 | 10,4 | 10,5 | 10,3 7,8
meritev ¢ (uS/cm) | 10,4 | 10,4 | 10,5 | 10,3 7,8

. meritev o (uS/cm) | 10,4 | 10,4 | 10,5 | 10,2 7,7
10. meritev o (uS/cm) | 10,3 | 10,4 | 10,4 | 10,2 7,7

AVG (uS/cm) 105 | 10,5 | 10,6 | 10,4 | 7.8
SD (uS/cm) 0ol 01 |01 |01 01
SE (uS/cm) 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,03
RSE (%) 041037 041 | 041 | 042

Pri meritvah brez termostatske kopeli smo za temperaturno korekcijo odstopanj od 25 °C
uporabili temperaturni koeficient prevodnosti 2 % / °C. Pri tem smo meritve izvajali v
klimatiziranem laboratoriju. Pred merjenjem prevodnosti vzorcev smo izmerili napako, Ki
nastane pri vsakokratnem vstavljanju merilne celice v stekleniC¢ke in pripravili umeritvene
krivulje ouk = f(CNanco3)- Ce so se vzorci razlikovali v koncentraciji NaHCOj3, smo za
statisticni izid upostevali razmerja izmerjene s teoreticno prevodnostjo v odstotkih (o/oyx).
Presezne prevodnosti, gy, SO bili namre¢ v nekaterih primerih negativne. 1z a/oyk SMo
sklepali na presezke prevodnosti. Vecji, kot so oloyk, vecji so presezki. Razmerje med
izmerjeno in presezno prevodnostjo smo iz o/oyk izracunali na naslednji nacin:

olouk = ol (0 — op) ..(4)
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Ce je na primer olouk = 1,8 = o/ (o — ap), sledi, da je o, = 0,8/ 1,8 o = 0,44 6. To pomeni,
da je 44 % izmerjene prevodnosti presezne.

Celico smo umerili s standardno raztopino 0,0002 M KClI, ki smo jo pripravili na naslednji
nacin: KCI smo dve uri in pol susili na 180 °C, nato ¢ez no¢ ohladili v eksikatorju. 0,7545
g ohlajenega KCI smo raztopili v 1 litru Mq s specifi¢no prevodnostjo pod 2 uS/cm in
razred¢ili 1 : 50. 0,0002 M KCI (N/5000) ima pri 20 °C prevodnost 26,6 £ 0,3 puS/cm
(zapisnik ICUMSA 1966). Upostevali smo meritev pri 1000 Hz. Napako, ki nastane pri
vsakokratnem vstavljanju celice v steklenicke smo dolocili tako, da smo izmerili
prevodnost desetih paralelk 0,5 mmol/L NaHCO3. Vsako meritev smo ponovili desetkrat in
pred vsakim merjenjem celico odstranili in ponovno vstavili v steklenicko. Izracunali smo
SD, SE in RSE.

Da bi ugotovili, kakSen je vpliv termostatske kopeli na prevodnost pri vi§jih frekvencah,
smo primerjali prevodnost pri 10 000 in 100 000 Hz treh sistemov, pri katerih se
dielektri¢na konstanta snovi v neposrednem stiku z merilno stekleni¢ko bistveno razlikuje.
Kot termostatsko kopel smo pri prvem sistemu uporabili destilirano vodo z dielektri¢no
konstanto ¢ ~ 80, pri drugem jedilno olje z ¢ ~ 2,5 in pri tretjem zrak z ¢ ~ 1 (glej sl. 17).
Frekvencne ucinke meritev prevodnosti smo primerjali s po tremi paralelkami 0,5 mmol/L
NaHCOg3, merjenimi v 20-mL steklenickah.

/elektroda

steklenicka

-

a) Vodna kopel b) Oljna kopel ¢) Brez kopeli
Slika 17: Sistemi z razli¢nimi dielektri¢nimi konstantami termostatske kopeli: a) vodna kopel z ¢ ~ 80, b)
oljna kopel z ¢ ~ 2,5 in c) brez termostatske kopeli z ¢ ~ 1.
Figure 17: Systems with different dielectric constants of thermostat bath: a) water bath with ¢ ~ 80, b) oil
bath with ¢ ~ 2,5 and ¢) without thermostat bath with ¢ ~ 1.

Umeritveno krivuljo prevodnosti raztopin NaHCOj3 smo pripravili v 2,5-mL stekleni¢kah z
red¢enjem 0,05 mol/L NaHCO3z Mq (glej pregl. 9).

Preglednica 9: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo prevodnosti iz 0,05 mol/L NaHCO; in Mq.
Table 9: Preparation of solutions for conductivity calibration curve from 0,05 mol/L NaHCO; and Mq.
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V0,05 motiNaHco3 (ML) Vivg (ML) ((:r’:rk;lcc?le)
0,48 19,52 1,2
0,40 19,60 1,0
0,32 19,68 0,8
0,24 19,76 0,6
0,20 19,80 0,5
0,16 19,84 0,4
0,12 19,88 0,3
0,08 19,92 0,2
0,04 19,90 0,1
0,02 19,98 0,05

Prevodnost pri 25 °C smo merili brez termostata (klimatiziran laboratorij), pri 5 °C pa v
termostatski kopeli z 10 % ag. NaCl. Temperaturna nihanja pri merjenju brez termostata
smo zaznali s termometrom za merjenje temperature zraka in vticnim termometrom, ki
smo ga vstavili v raztopino 2,5-mL stekleni¢ke. Iz grafov odvisnosti prevodnosti od
koncentracije NaHCO3; smo dobili deset umeritvenih krivulj, pet pri 25 °Cin 5 pri 5 °C.

3.2.3.8 Testiranje delovne hipoteze s sistemom BFK

Delovno hipotezo smo testirali v treh delih: ponovljivost staranja, vpliv volumna staranja
in vpliv polozaja staranja, obdelave, frekvence ter temperature. Upostevali Smo meritve pri
Stirih frekvencah merilnika: 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz, medtem ko smo meritve pri
100 Hz zanemarili, saj smo ugotovili, da se prevodnosti 68 raztopin tretjega dela
eksperimentov (vpliv polozaja staranja) pri 100 in 120 Hz med seboj ne razlikujejo (p =
1,000). Vse prevodnosti smo merili v 2,5-mL steklenickah. V prvem delu smo preverili, ali
je prevodnost ob razlicnem Casu pripravljenih raztopin po enakem ¢asu staranja ponovljiva.
Ponovljivost smo testirali s primerjavo prevodnosti pri 1000 Hz, ki je najblizje frekvenci
merilnika, ki ga uporablja Elijeva raziskovalna skupina, in s primerjavo frekvencnih
ucinkov pri 1000, 10 000 ter 100 000 Hz (H1000, H1o 000 iN H1go 000). V drugem delu smo
primerjali razmerja med izmerjeno in teoreticno prevodnostjo (a/oyk) vzorcev, ki smo jih
starali v razli¢nih volumnih. Zanimala nas je primerjava o/oyk pri 1000 Hz in primerjava
frekvencnih ucinkov Higgo, Hio 000 t€r Hioo ooo. Tretji del pa nam je povedal, kak$ne so
odvisnosti  koeficientov oloyx od polozaja staranja, obdelave (mehanogena oz.
elektrogena), frekvence in temperature. Primerjali smo o/oyk pri 120, 1000, 10 000 in 100
000 Hz ter 25in 5 °C.

1. Ponovljivost staranja

Ponovljivost staranih raztopin smo preverili z dvema ponovitvama priprave in staranja
obdelav KON, MV, MK, EV ter EK (glej pregl. 10). Pripravi, ki smo ju poimenovali PR1
in PR2, smo starali v razli¢nih ¢asovnih intervalih po 310 dni. PR1 smo obdelali 20. 5.
2009 in ji izmerili prevodnost 1. 4. 2010. PR2 pa smo obdelali 2. 3. 2009 in ji izmerili
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prevodnost 12. 1. 2010. Prevodnostim PR2 smo odsteli prevodnost sveze 0,05 mmol/L
NaHCO; pri 25 °C, za kolikor je bila izhodis¢na raztopina PR2 bolj koncentrirana kot PR1.
Prevodnosti pri 1000 Hz smo primerjali z univariantno analizo (UA) in linearnim meSanim
modelom (LMM). Frekvenéne uéinke pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz pa smo primerjali z
LMM ter Repeated measures ANOVA (MPM); glej pregl. 11.

Preglednica 10: Ponovljivost staranja priprav PR1 in PR2 — opis obdelav KON, MV, MK, EV in EK s

Stevilom paralelk (N).

Table 10: Repeatability of ageing of preparations PR1 and PR2 — descriptions of treatments KON, MV, MK,

EV and EK with numbers of parallels (N).

priprava N (/) obdelava
5 KON - neobdelana 0,05 mmol/L NaHCO;
5 MV — 14cH, vir »informacije« Mg, dinamizacija z vibracijskim me$alnikom — enaka
koncentracija Mq kot v izhodi$¢ni raztopini
7 MK — 14cH, vir »informacije« KCI (s), dinamizacija z vibracijskim meSalnikom —
PR1 enaka koncentracija KCI kot v izhodi$¢ni raztopini
5 EV — vir »informacije« Mq, ¢as elektrogene epitaksije 25 minut — enaka koncentracija
Mq kot v izhodis$¢ni raztopini
7 EK — vir »informacije« KCI (sat.), ¢as elektrogene epitaksije 25 minut — enaka
koncentracija KCl kot v izhodi$¢ni raztopini
7 KON - neobdelana 0,1 mmol/L NaHCO;
5 MV — 12cH, vir »informacije« Mg, dinamizacija z vibracijskim mesalnikom — enaka
koncentracija Mq kot v izhodis$¢ni raztopini
5 MK — 12cH, vir »informacije« KCI (s), dinamizacija z vibracijskim meSalnikom —
PR2 enaka koncentracija KCl kot v izhodi$¢ni raztopini
5 EV — vir »informacije« Mq, ¢as elektrogene epitaksije 25 minut — enaka koncentracija
Mq kot v izhodis$¢ni raztopini
5 EK — vir »informacije« KCI (sat.), ¢as elektrogene epitaksije 25 minut — enaka
koncentracija KCI kot v izhodi$¢ni raztopini
Preglednica 11: Ponovljivost staranja — statisti¢ni podatki.
Table 11: Repeatability of ageing — statistical data.
Sta.tlsn?n.l prevodnost pri 1000 Hz frekven¢ni uéinki
dejavniki
. ) 1. priprava (PR1, PR2) 1. priprava (PR1, PR2)
proucevani
dejavniki 2. obdelava (KON, MV, MK, 2. obdelava (KON, MV, MK, EV, EK)
EV, EK) 3. (1000, 10 000, 100 000 Hz)
4. priprava*obdelava
interakcije . 5. priprava* f
med dejajvniki 3. priprava“obdelava 6. gbgelava*f
7. priprava*obdelava* f
moteCi razli¢ni zacetni koncentraciji razli¢ni zacetni koncentraciji NaHCO;
dejavniki NaHCOj; izhodis¢nih raztopin izhodis¢nih raztopin
poskusne enote | 2,5-mL stekleni¢ke z vzorcem 2,5-mL steklenic¢ke z vzorcem
St paralelk | ppy 99 pRo 27 PR1 29, PR2 27

priprav

se nadaljuje
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nadaljevanje
Preglednica 11: Ponovljivost staranja — statisti¢ni podatki.
Table 11: Repeatability of ageing — statistical data.
izid poskusa prevodnost g H
porazdelitev nenormalna nenormalna
variance homogene homogene
otek . . I

Etatistiéne odvisha spremenl jivka: o1gqo, fiksni /
analize z UA faktor: priprava, obdelava

subjekt: stekleni¢ka, odvisna . . .
potek .. subjekt: steklenic¢ka, ponavljajoca
statisticne sp.remenljlvka: Tro00, faktor: spremenljivka: f, odvisna spremenljivka: H,
analize z LMM | PriPrava, obde.lava; popolna faktor: priprava, obdelava, f

faktorska analiza
potek within-subject spremenljivke: Higgo, H1o 000,
statisti¢ne / H100 000, between-subject faktor: priprava,
analize z MPM obdelava, model full factorial

2. Vpliv volumna staranja
Vpliv volumna staranja smo preverili s staranjem obdelav 370 dni na polozaju PR v 10
mL, 5 mL in 2 mL volumnih v 20-mL stekleni¢kah. Izhodi$¢no raztopino, 0,05 mmol/L
NaHCO3, smo obdelali z elektrogeno epitaksijo v EV in EK. Prevodnost smo merili pri 25
°C na zraku v 2,5-mL steklenickah. Pred merjenjem smo vsebino iz 20-mL odpipetirali v
Ciste 2,5-mL steklenicke. Zaradi staranja v razli¢nih volumnih, zaradi ¢esar ni primerljivo
izloCanje natrijevih ionov iz stekla, smo med seboj primerjali koeficiente o/oyk. Rezultate
olouk pri 1000 Hz smo statisti¢no analizirali z UA, frekven¢ne uéinke H pri 1000, 10 000
in 100 000 Hz pa z LMM (glej pregl. 12) in z MPM. Statisti¢na analiza z MPM (within-
subject spremenljivke: Higoo, Hio 000, H100 000, between-subject faktor: volumen, obdelava,
frekvenca, within-subject faktor: frekvenca, model full factorial) zaradi nesferi¢nosti
frekvencnih uc¢inkov nima enake statisti¢ne teze kot LMM.

Preglednica 12: Vpliv volumna staranja — statisti¢ni podatki.
Table 12: Influence of ageing volume — statistical data.

statisti¢ni dejavniki UA LMM
L 1 v@siomy) & V@&510mb)
proucevani dejavniki 2. obdelava (EV, EK) 2. obdelava (EV, EK)
' ' 3. f (1000, 10 000, 100 000 Hz)
1. V *obdelava
*
interakcije med dejavniki | V *obdelava ; i)/b:i(:lava f
4. V *obdelava* f

se nadaljuje
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nadaljevanje
Preglednica 12: Vpliv volumna staranja — statisti¢ni podatki.
Table 12: Influence of ageing volume — statistical data.
k tracija NaH i . . .
oncen r.acua aHCO; odvisna od koncentracija NaHCO; odvisna od V staranja
motedi V staranja
tavit topin iz 20- v 2,5-mL . .
dejavniki pres av.lvev raziopin fz O v25-m prestavitev raztopin iz 20- v 2,5-mL
steklenicke pred merjenjem oy . .
. steklenicke pred merjenjem prevodnosti
prevodnosti
obdelave, §t. EV (2,5,10mL),N[/]=13(3,5,5) | EV (2,5,10 mL), N [/]=13 (3, 5, 5)
paralelk EK (2,5,10mL), N [/]=15 (5,5,5) | EK (2,5, 10 mL), N [/]=15 (5, 5, 5)
poskusne enote | 28 stekleni¢k z vzorcem 28 stekleni¢k z vzorcem
izid poskusa olouKi000 H
porazdelitev
normalna nenormalna
rezultatov
variance homogene homogene
odvisna spremenljivka: H
between-subject faktor: V, obdelava, f
potek analize odvisna spremenljivka: o/GuKio00, Within—subject spvremenljivka: f
faktor: V, obdelava subjekt: stekleni¢ka
Repeated covariance Type: nestrukturiran
model full factorial

3. Vpliv polozaja staranja, obdelave, frekvence in temperature

Vpliv polozaja in obdelave na staranje smo preverili s staranjem petih obdelav, KON, MV,
MK, EV in EK, na treh polozajih, PR, ST in MD (glej pregl. 7). Izhodi$¢no raztopino, 0,05
mmol/L NaHCO3, smo obdelali na enak nacin kot pripravo PR1 (glej pregl. 10). Obdelave
in kontrolo smo razdelili v 2,5-mL steklenicke in jih starali na treh polozajih. Obdelave so
imele od tri do sedem paralelk pri vsakem izmed poloZajev staranja. Po 310 dnevih smo
staranim raztopinam v istih steklenickah, v katerih smo jih starali, izmerili prevodnost pri
25 °C na zraku in pri 5 °C v termostatski kopeli z 10 % NaCl (ag). Obdelave smo
oznacevali s kraticami KON, MV, MK, EV in EK, ki smo jim v nekaterih primerih dodali
kratice polozajev. Tako smo kontrolo, starano PR, oznacili kot PRKON. Ker so frekvenéni
ucinki pri merjenju prevodnosti pri 10 000 in 100 000 Hz v termostatski kopeli
spremenjeni zaradi kapacitivnih vplivov, smo celotno statisticno analizo izvedli z o/oyk,
pri katerth smo predpostavili, da smo z deljenjem motece vplive izni¢ili. Med seboj smo
primerjali o/oyk pri 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz pri 25 in 5 °C (glej pregl. 13).
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Preglednica 13: Vpliv poloZaja staranja, obdelave, frekvence in T — statisti¢ni podatki.
Table 13: Influence of ageing position, treatment, frequency and T — statistical data.

statisti¢ni

dejavniki LMM

polozaj (PR, ST, MD),

obdelava (KON, MV, MK, EV, EK),

T (25,5 °C)

f (120, 1000, 10 000, 100 000 Hz)

poloZaj * obdelava

polozaj * f

obdelava * f

polozaj * obdelava * f

polozaj * T

obdelava * T

f*T

polozaj * obdelava * T

. polozaj *f *T

10. obdelava *f*T

11. polozaj * obdelava *f * T

moteci dejavniki | vpliv termostatske kopeli na prevodnost

PR (KON, MV, MK, EV, EK), N [/]=28 (5,7, 7, 5, 5)
ST (KON, MV, MK, EV, EK), N [/]=20 (3, 4, 4, 5, 4)
MD (KON, MV, MK, EV, EK), N [/]=20 (3, 3, 5, 4, 5)
poskusne enote 68 stekleni¢k z 2 mL vzorca

proucéevani
dejavniki

interakcije med
dejavniki

©oOoNOoOGOAWNRERAWDNE

obdelave, st.
paralelk

izid poskusa o/ouK
porazdelitev nenormalna
variance nehomogene
odvisna spremenljivka: o/oyk between-subject faktor: polozaj, obdelava, f, T within-
LMM subject spremenljivki: fin T subjekt: stekleni¢ka Repeated covariance Type:

nestrukturiran model full factorial

3.2.3.9 Uporabljeni statisti¢ni modeli

Statisticno analizo smo izvedli s pomoc¢jo programa SPSS 17.0. Kot statisti¢no znacilen
rezultat smo upostevali p < 0,05. Glede na porazdelitev rezultatov in naravo spremenljivk
smo uporabili tri statisticne analize: univariantno analizo (UA), pri kateri je pogoj, da so
rezultati normalno porazdeljeni in imajo homogene variance, Repeated measures ANOVA
(MPM), pri kateri morajo biti rezultati sfericno porazdeljeni s homogenimi variancami, in
linearni meSani model (LMM), ki nima omejitev. Pri vsakem eksperimentu smo navedli,
katere teste smo uporabili, kako so rezultati porazdeljeni, Stevilo paralelk in kako smo jih
analizirali.

3.2.4 UV-VIS spektroskopija

UV-VIS spektroskopijo uporabljamo za razpoznavanje delov molekul, ki jih imenujemo
kromoforji in absorbirajo svetlobo iz UV-VIS dela elektromagnetnega spektra. Intenziteta
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absorbirane svetlobe je definirana z Beer-Lambertovim zakonom, A = log(lo/l) =¢ - ¢ - d,
kjer je A absorbanca, lp intenziteta vpadnega zarka, | intenziteta zarka po prehodu skozi
vzorec, ¢ molarna absorptivnost [cm?/mol], ¢ koncentracija [mol/L] in d dolZina potovanja
zarka skozi vzorec [cm]. Topilo bistveno vpliva na valovno dolzino (Amax) in S$irino
absorpcijskega maksimuma ter ¢. Polarna hidroksilna topila (npr. etanol in voda), ki so
prepredena s H-vezmi, imajo manj intenzivne in bolj razmazane trakove, ki so pomaknjeni
Kk nizjim valovnim dolzinam, v primerjavi s trakovi v spektrih nepolarnih topil brez H-vezi.
Kromofor v etanolu so nevezani elektroni na kisiku —OH skupine, ki absorbirajo svetlobo v
obmocju od 240 do 205 nm, medtem ko ima voda Amax pri 190 nm (Milosavljevi¢ 1998,
Cooper 1980).

Razlike med spektri raztopin, obdelanih z mehanogeno oziroma elektrogeno epitaksijo, in
analognih neobdelanih raztopin smo opazovali s pomocjo UV-VIS spektrofotometra
VARIAN, model Cary 50 z dvojnim zarkom, hitrostjo skeniranja 4800 nm/min in
povpre¢nim ¢asom skeniranja 0,0125 s. Pri meritvah smo uporabljali kvaréno kiveto Sirine
1 cm, v katero smo nalili minimalno 3 mL vzorca. Kot topilo smo uporabili Mg-vodo in
etanol. Kot izhodni snovi pri epitaksiji pa KCI in Mg. Rezultate smo podali v Prilogi F.

3.2.5 Feromonski test s C\VV026

Zaznavanje celi¢ne gostote oziroma kvoruma temelji na interakciji signalne molekule
(avtoinducenta) s transkripcijskim aktivatorskim proteinom, ki poveze sistem za izraZanje
genov z gostoto populacije. V gramnegativnih bakterijah so signalne molekule obic¢ajno N-
acilnomoserin laktoni, ki se med seboj razlikujejo v strukturi N-acilne verige (Fuqua in
sod. 1996, Swift in sod. 1996, Fuqua in Greenberg 1998). Ta vrsta med-celicnega
signaliziranja je posredovana z dvema druzinama transkripcijskih regulatorjev, ki jih
poznamo kot Luxl in LuxR. Homologi Luxl katalizirajo sintezo signalnih molekul, ki
interagirajo z receptorskim proteinom LuxR. Ko se LUxR poveze s signalno molekulo,
aktivira oziroma zavre prepisovanje specificnega tarénega gena. Ker se signalne molekule
nahajajo izven celic, interakcija signala z receptorjem celicam omogoca, da izraZanje
genov uravnavajo z gostoto populacije.

Chromobacterium violaceum je gramnegativna bakterija, ki proizvaja v vodi netopni
vijoli¢ni pigment violacein. Ce C. violaceum izpostavimo mini Tn5 transpozonski
mutagenezi, dobimo bel mutant CV026, z dvema vklju¢koma Tn5. Vkljucka transpozona
se nahajata na mestu domnevnega represorja in na homologu LuxI (Cvil) (Throup in sod.
1995). Zaradi tega ima CV026 okvarjeno proizvodnjo signalnih molekul, vendar pa kot
odgovor na njihovo prisotnost v gojiscu enako kot divji sev sintetizira pigment violacein.
Zaznavanje kvoruma v CV026 sprozijo signalne molekule z dolzino N-acilne verige od C,4
do Cg, z razli¢nimi stopnjami obcutljivosti (McClean in sod. 1997, Throup in sod. 1995).
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Ce CV026 gojimo na svetlem gojiséu, kot je na primer gojis¢e Luria-Bertani (LB), zlahka
kvalitativno ocenimo obarvanje bakterijske trate z violaceinom (McClean in sod. 1997,
McLean in sod. 2004). S pomocjo ekstrakcije violaceina z organskimi topili in merjenjem
absorpcije pri 585 nm pa lahko koli¢ino violaceina dolo¢imo tudi kvantitativno (Blosser in
Gray 2000, Choo in sod. 2006).

Pri delu z bakterijami sem sodelovala z dr. Rokom Krasovcem in Lukom Janom.
3.2.5.1 Bakterijski sev

Kot indikatorski organizem smo uporabili bakterijski sev C. violaceum CV026, mini Tn5
mutant ATCC 31532, Cvil: Tn5XylE, Km', z okvarjeno sintezo molekul avtoinducentov -
N-heksanoil-L-homoserin laktonov (Throup in sod. 1995). Dobili smo ga od American
Type Culture Collection (Rockville, MD, ZDA). Sev smo preko no¢i namnozili v gojiséu
LB, nato pa trajne kulture pripravili na naslednji nac¢in: V mikrocentrifugirko smo k 700
uL z LB preciscene prekonoc¢ne kulture CV026 dodali 150 uL 100 % glicerola in 150 pL
svezega gojis¢a LB ter trajno kulturo shranili v globoko zamrzovalni omari pri -80 °C
(New Brunswick Scientific, ZDA).

3.2.5.2 Gojenje CV026

Za gojenje bakterij smo indikatorske organizme CV026 gojili ¢ez no¢ v Luria-Bertani (LB)
gojis¢u (McClean in sod. 1997). Tekoce gojis¢e LB (Luria-Bertani) (20g/L) smo
predhodno sterilizirali z avtoklavom Tuttnauer, model 3150 EL. 1,5 mL trajne kulture (-80
°C) smo odtalili in dvakrat precistili v svezem gojis¢u LB z vmesnim centrifugiranjem (2
min na 6000 vrt./min) in odstranitvijo supernatanta. Nato smo 100 uL preciS¢ene trajne
kulture vcepili v 9,9 mL sterilnega gojis¢éa LB in inkubirali preko no¢i na inkubatorju
stresalniku IS — 190 (Kambi¢) pri 30 °C ter 200 vrt./min 16 ur do opti¢ne gostote OD600
1,0 ali ve¢. Po 16 urah smo prekono¢no kulturo v nekaterih primerih izpostavili
temperaturnemu stresu (od 0 do 48 ur pri 4 °C). Za inokulacijo gojis¢ smo uporabili
suspenzijo bakterij, ki ustreza 10° bakterij/mL konéne koncentracije. Pri delu smo
uporabljali dva razlicna inkubatorja, Kambi¢ IS — 190 in 1-105 CK. Da bi se izognili
napacnim zaklju¢kom, ki bi bili posledica minimalnih razlik v rastnih pogojih, smo
medseboj primerjali samo obravnavanja iz istega inkubatorja.

1. Tekoca gojisca

Za pet 100-mL erlenmajeric smo predhodno sterilizirali 75 mL tekocega gojis¢a 2LB (40
g/L) in 75 mL dH,O. Pri tem smo MF in EF pripravili v sterilni dH,0. V primeru, ko smo
kot izhodi$¢no raztopino za pripravo MF in EF uporabili sterilno gojis¢e LB, pa smo temu
prilagodili razmerja med dodanimi sestavinami. V nekaterih primerih pa smo kot
izhodi$¢no topilo uporabili gojis¢e LB. Pripravili smo pet erlenmajeric s 30 mL vsebine,
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KON, MF2, EF1 in NK (glej pregl. 14). Vse obdelave razen NK so vsebovale 0,1 umol/L
OHHL. Da bi dosegli ¢imboljso preskrbo s kisikom, smo erlenmajerice stresali v
inkubatorju stresalniku pri 25 °C in 150 vrt./min ter obarvanje z violaceinom spremljali
tako, da smo jemali po 1 mL vsebine iz erlenmajeric vsako uro inkubacije in izmerili
absorbanco pri 585 nm (Asgs). Kot standard pri merjenju absorbance smo uporabili
mesanico 500 ul dH,0 in 500 pl 2LB. Cas od inkubacije do pricetka izlo¢anja violaceina je
bil priblizno 8 ur.

Table 14: Example of treatments preparation for growing CV026 in liquid medium.

\% NK KON | MF2 EF1

14,5 mL 2LB 2LB 2LB 2LB

14,5 mL dH,O | dH,0 MF v dH,0 EF v dH,O

650 ul dH,O | OHHL | OHHL 2dH v dH,0 | OHHL 2dH v dH,0
350 wl PK PK PK PK

N (/) 1 2 2 2

Conne (wmol/L) | O 0,1 0,1 0,1

¢ (g/L) 20 20 20 20

2. Difuzijska metoda v jamicah z velikimi plos¢ami

Velike plosée (2r = 90 mm) za difuzijsko metodo v jamicah smo pripravili po postopku
McCleana in sodelavcev (1997). Za 10 velikih plo$¢ smo pripravili 100 mL trdnega agarja
z2gLBin15gagarja (Wagr = 1,5 %) ter 50 mL mehkega agarjaz 1 g LB in 0,25 g agarja
(Wagar = 0,5 %). Tako pripravljena gojis¢a smo sterilizirali z avtoklavom. V sterilno plos¢o
smo razlili 10 mL trdnega agarja. Pocakali smo priblizno pol ure, da se je agar strdil.
Mehki agar (priblizno 45 °C) smo inokulirali s 50 pL suspenzije bakterij / 5 mL gojisca,
nato pa smo ga po 5 mL / plos¢o razlili po ze strjenem trdnem agarju. Ko se je ves agar
strdil, smo v gojis¢e na plos¢i z obrnjenim pipetnim nastavkom (1 mL) izdolbli jamice s
premerom priblizno 4 mm. V jamice smo odpipetirali po 50 pL raztopine feromona OHHL
oziroma HHL. Raztopine feromona so se razlikovale glede na koncentracijo in obdelavo z
mehanogeno ter elektrogeno epitaksijo (glej pregl. 15). Pri tem se je kon¢na koncentracija
feromona, ko smo 50 pL raztopine odpipetirali v jamice, razredcila s priblizno 15 mL
gojis¢a LB na konc¢no koncentracijo ~ 60 nmol/L. Plo§¢e smo nato nakljucno razporedili
po pladnjih, jih inkubirali na 30 °C ter opazovali obarvanje s pigmentom violaceinom
(McLean in sod. 2004). Cas od inkubacije do pri¢etka izlodanja violaceina je bil od 10 do
16 ur. Plos¢e smo slikali z digitalnim fotoaparatom Powershot G2 (Canon).

Preglednica 15: Priprave 50 pL raztopine AHL za difuzijsko metodo v jamicah.
Table 15: Preparations of 50 uL. AHL solution for diffusion method in wells.

Y, NK | KON MF1 MF2 MF3 EF1
oL g |OHHLV OHHLV | OHHL2dH | OHHL 2dH | OHHL 2dH
K LB LB VLB VLB VLB

se nadaljuje
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nadaljevanje
Preglednica 15: Priprave 50 pL raztopine AHL za difuzijsko metodo v jamicah.
Table 15: Preparations of 50 uL. AHL solution for diffusion method in wells.

14,5 uL LB | 2LB 2LB 2LB 2LB 2LB
14,5 uL LB | dH,0 MFVdH,0 | MFvdH,0 | dH,0 EF v dH,0
Comnt (umol/L) | 0 19 19 19 19 19
Cue (g/L) 20 20 20 20 20 20

Legenda k preglednici 15:
MF = OHHL 12cH, v nekaterih primerih tudi OHHL 9dH in 12dH.
EF =z elektrogeno epitaksijo vtisnjena »informacija« OHHL oziroma HHL.

3. Male plosce

Da bi zmanjSali napako pri ekstrakciji, smo nekoliko prilagodili postopek McCleana in
sodelavcev (1997) ter bakterije gojili na malih ploséah (2r = 35 mm). Opustili smo
kombinacijo trdnega in mehkega agarja. Pripravili smo 50 mL gojis¢a 2LB z agarjem
(Wagar = 1,5 %) ter 50 mL destilirane vode, ju sterilizirali z avtoklavom in pocakali, da se
ohladita na priblizno 45 °C. Nato smo po podobnem postopku kot za pripravo tekocih
20jiS¢ (glej pregl. 14) pripravili tri reagencne stekleni¢ke po 27 oziroma 30 mL, s tem da
so na koncu vsebovale 0,75 % agarja in 20 g/L gojis¢a LB. Namesto OHHL smo uporabili
feromon HHL s kon¢no koncentracijo na plos¢ah 0,2 umol/L. V posamezno sterilno
plasti¢no plos¢o smo razlili 2 mL inokuliranega gojis¢a LB. Plos¢e smo nato naklju¢no
razporedili po pladnjih in jih inkubirali na 30 °C. Po inkubaciji smo opazovali proizvodnjo
violaceina, ki se je kazala kot temno vijoliéno obarvanje bakterijske trate. Cas od
inkubacije do pricetka izlocanja violaceina je bil od 10 do 16 ur.

4. Male epruvete

Priprava v malih epruvetah (V = 10 mL) je potekala podobno kot v malih plos¢ah, s tem da
smo v posamezno epruveto odpipetirali 400 pL 0,75 % agarja z gojis¢em LB in ustrezno
koli¢ino bakterij ter feromona HHL. Kvantitativno dolo€anje violaceina je potekalo na
naslednji nacin: h gojis¢em v malih epruvetah smo dolili 1 mL DMSO, 27 minut mesali z
vibracijskim mesalnikom Vibromix 301 EVT (Tehtnica) na maksimumu, 10 minut
centrifugirali pri 13 000 vrt./min in 100 pL ¢iste raztopine izmerili Asgs.

3.2.5.3 Kvalitativno opazovanje obarvanosti bakterijske trate

Obarvanje z violaceinom smo ocenjevali kvalitativno po McLean in sodelavcih (2004) z
ocenami od 1 - ni obarvanja, 2 — zelo Sibko, 3 — Sibko, 4 — srednje in 5 — mo¢no. Pri tem so
bile plos¢e oznacene tako, da ocenjevalec ves Cas ocenjevanja ni vedel, katere obdelave
ocenjuje (slepi test).
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3.2.5.4 Kvantitativno dolocanje pigmenta violaceina

Gojisca na velikih plos¢ah smo izrezali s pomocjo ustja sterilne erlenmajerice (2r = 50
mm) tako, da smo zajeli celotno obarvano bakterijsko trato, ki smo jo nato vstavili v 10 mL
epruvete. Gojis¢a v malih plos¢ah pa smo v celoti vstavili v epruveto. Na razrezano gojisce
v epruveti smo vlili 3 mL DMSO za velike, oziroma 2 mL za male plo$¢e. Nato smo
vsebino epruvete 30 sekund mesali s sterilno lopatico Sirine 5 mm, da bi dobili ¢imbolj
homogeno suspenzijo. Tako dobljene suspenzije smo nato 15 minut mesali na velikem
vibracijskem mesalniku Vibromix 301 EVT (Tehtnica) pri 750 vrt./min. Nato smo iz vsake
epruvete v mikrocentrifugirke odpipetirali 750 mL suspenzije in 10 minut centrifugirali z
univerzalno centrifugo Centric 150 (Tehtnica), nastavljeno na 13 000 vrt./min Po
kon¢anem centrifugiranju smo odstranili supernatant, dodali 1000 pL. DMSO, premesali
na malem vibracijskem meSalniku Vibromix 10 (Tehtnica), da se je vsebina enakomerno
razporedila po mikrocentrifugirki in ponovno 10 minut centrifugirali. 100 uL supernatanta
smo prenesli v Kiveto in izmerili absorbanco pri 585 nm, kot standard pa smo uporabili
negativno kontrolo (NK), ki ni vsebovala violaceina (Blosser in Gray 2000, Choo in sod.
2006). Pri tem smo pazili, da je bil ¢as inkubacije pri vseh vzorcih enak, zato smo gojisca
pred zacetkom ekstrakcije postavili v hladilnik na 4 °C in tako ustavili proizvodnjo
violaceina (Blosser in Gray 2000). Kvantitativno dolocanje violaceina v malih epruvetah
smo opisali v tretji tocki 3.5.2.2.

3.2.5.5 Testiranje delovne hipoteze

Z mehanogeno oziroma elektrogeno epitaksijo smo pripravili obdelave MF z 12cH, 12dH
in 9dH, ki vsebujejo najve¢ 1 nmol/L OHHL, kaj je manj od minimalne koncentracije
feromona, 0,1 pmol/L, ki jo bakterije Se zaznajo (Ravn in sod. 2001), in EF, ki ne vsebuje
izhodnega OHHL. Pripravili smo gojis¢a z difuzijsko metodo v jamicah. V vsako plos¢o
smo izdolbli dve jamici, na sredini je bila pozitivna kontrola (KON), ob robu pa ena izmed
zgoraj navedenih obdelav. Prekonoc¢no kulturo CV026 smo izpostavili Stiriurnemu
temperaturnemu stresu pri 4 °C. IzloCanje violaceina smo spremljali kvalitativno po
McLean in sodelavcih (2004).

Z mehanogeno oziroma elektrogeno epitaksijo smo pripravili obdelave MF1-3 in EF1, ki
smo jim dodali enako koncentracijo feromona OHHL kot pozitivni kontroli (KON) s to
razliko, da smo v obdelave vtisnili e »informacijo« feromona (glej pregl. 15). Pripravili
Prekonoc¢no kulturo CV026 smo izpostavili razlicnim ¢asom temperaturnega stresa pri 4
°C. V enem primeru smo ploSce zatesnili s parafilmom. IzloCanje violaceina smo
spremljali kvalitativno po McLean in sodelavcih (2004) ter kvantitativno z merjenjem Asgs.



52
Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Ponovljivost priprave gojis¢a smo testirali tako, da smo z difuzijsko metodo v jamicah na
velikih ploscah pripravili po 14 oziroma po 8 paralelk KON ter jim po 15 urah inkubacije
pri 20 °C izmerili Asgs. V malih plos¢ah pa smo petdesetkrat izmerili Asgs 6, 9 in 12
paralelkam KON.

Delovno hipotezo smo preverili $¢ na malih plo§¢ah in v malih epruvetah.
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4 REZULTATI
4.1 MERJENJE PREVODNOSTI

Pred zaCetkom naSega dela so Elija in sodelavci objavili zajetno bibliografijo, v kateri
pisejo o preseznih prevodnostih raztopin, obdelanih z mehanogeno epitaksijo, glede na
njihovo kemijsko sestavo; glej na primer Elia in sodelavci (2008). Presezke prevodnosti so
pripisali vnosu kineti¢ne energije pri dinamiziranju. Izmerili so jih, ko so raztopine nekaj
Casa stale. V ¢lankih avtorji porocajo, da skupaj z raztopinami, obdelanimi z mehanogeno
epitaksijo, neobdelanih raztopin niso starali. Zato nas je zanimalo, ali bomo tudi
neobdelanim raztopinam in raztopinam, obdelanim z elektrogeno epitaksijo, izmerili
presezno prevodnost.

Najprej smo merili prevodnosti v odvisnosti od frekvence ter temperature z visoko
natannim sistemom za merjenje prevodnosti MBR. Na ta nain smo ugotovili, na kaj
moramo biti pozorni pri nakupu sistema za merjenje prevodnosti BFK, s pomocjo katerega
smo testirali naso delovno hipotezo.

Rezultate smo razdelili na tri dele. V prvem delu smo ugotovili, kak$na je ponovljivost
prevodnosti pri staranju in kaksen je vpliv obdelave na prevodnost, v drugem, kako vpliva
volumen in v tretjem polozaj staranja na presezke prevodnosti. Neobdelane rezultate in
preglednice h grafikonom smo podali v Prilogah A, C, D in E, v Prilogi B pa je celoten
razvoj sistema BFK. Preglednice in slike v Prilogah smo oznacevali s ¢rko Priloge in
zaporedno Stevilko. Prva preglednica v Prilogi A je preglednica Al in prva preglednica v
Prilogi B, preglednica B1.

4.1.1 Preliminarna merjenja prevodnosti s sistemom MBR

Sistem za merjenje prevodnosti MBR vsebuje devet kapilarnih celic z razlicnimi
konstantami (glej pregl. 6). Celice z visjimi konstantami so bolj primerne za koncentrirane
raztopine, medtem ko so niZje konstante bolj natan¢ne za merjenje prevodnosti razred¢enih
raztopin (Barthel in sod. 1979).

Preglednice z neobdelanimi rezultati in preglednice, ki spadajo k slikam te tocke smo
podali v Prilogi A. Da bi preverili vpliv geometrije celice na natanénost merjenja
prevodnosti in odvisnost prevodnosti od frekvence, smo izmerili prevodnost neobdelane
izhodis¢ne raztopine, 0,05 mmol/L NaHCOsg;, ki je sluzila za kontrolo (KON), v treh
celicah z razli¢énimi konstantami, 22,7, 53,9 in 3,3/cm (glej pregl. Al in sl. 18).
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Slika 18: Prevodnost KON, 0,05 mmol/L NaHCO; pri 25 °C, merjene v celicah s konstantami 53,9/cm
(rdeca), 22,7/cm (modra) in 3,3/cm (zelena).
Figure 18: Conductivity of KON, 0,05 mmol/L NaHCOj; at 25 °C, measured in cells with constants 53,9/cm
(red), 22,7/cm (blue) and 3,3/cm (green).

Pri 500 Hz je prevodnost KON v celici s 3,3/cm enaka 6,3, v celici z 22,7/cm je 6,6 in v
celici s 53,9/cm je 6,8 uS/cm. Pri 500 Hz se prevodnost v celicah s 53,9/cm in 3,3/cm po
enacbi x = 100 (o539/cm — 03.31cm) ! 033cm razlikuje za 8 %. Medtem ko je prevodnost,
merjena v celici s 3,3/cm skoraj povsem neodvisna od frekvence, so razlike v celicah z
vi§jima konstantama relativno velike. V celici s 3,3/cm je prevodnost pri 500 Hz 6,3 uS/cm
in 10 000 Hz 6,5 pS/cm, x = 3,2 %. Medtem ko v celici z 22,7/cm prevodnost naraste s
frekvenco za 5,5-krat, v celici s 53,9/cm pa za 43-krat.

Za nadaljnje meritve s sistemom MBR je bilo tako bistveno, da smo raztopine, ki smo jih
zeleli primerjati, merili z isto kapilarno celico. Da bi zaznali morebitne razlike med EV,
EK in KON, smo opazovali frekven¢ne odvisnosti sveze pripravljenih raztopin pri dveh
razli¢nih temperaturah, 25 in 5 °C. Meritve pri 25 °C smo ponovili devetkrat, meritve pri 5
°C pa petkrat. Preglednice s povprecji devetih meritev pri 25 °C in petih meritev pri 5 °C,
standardnimi napakami (SE) in relativnimi standardnimi napakami (RSE) smo predstavili v
slikah 19 do 21 in preglednicah A2 do A6.
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Slika 21: Prevodnost KON v odvisnosti od frekvence z intervali SE pri 25 (rdeca) in 5 °C (modra) v celici s
konstanto 3,3/cm; N[/] 25 °C: 9, 5 °C: 5. Zacetek ordinate je pri 4 uS/cm.
Figure 21: Conductivity of KON in dependence of frequency with SE intervals at 25 (red) and 5 °C (blue) in
cell with constant 3,3/cm; N[/] 25 °C: 9, 5 °C: 5. Ordinate starts at 4 uS/cm.

Iz krivulj v slikah 17 do 20 smo sklepali, da konstanta celice pomembno vpliva na
merjenje prevodnosti razredéenih raztopin. Ne samo da vpliva na frekven¢no odvisnost
prevodnosti, kot smo opazili pri merjenju prevodnosti kontrole (glej sl. 18) ampak tudi na
relativne standardne napake. Najvecja RSE je v celici z najvi§jo konstanto, 53,9/cm, in
znas$a pri devetih meritvah pri 25 °C 0,3 %, pri petih meritvah pri 5 °C pa 1,3 % (glej pregl.
A2 do A6). Kar pa je bistveno manj od razlik med prevodnostjo pri posameznih
frekvencah pri 25 in 5 °C (glej sl. 19 do 21).

Iz preliminarnih meritev smo sklepali, kakSne morajo biti komponente sistema BFK, s
katerim smo testirali delovno hipotezo.

4.1.2 Sistem za merjenje prevodnosti BFK

Najprej smo sistemu BFK preverili natancnost, dolocili vpliv dielektricne konstante
termostatske kopeli na merjenje prevodnosti pri 10 000 in 100 000 Hz, enacbe umeritvenih
krivulj prevodnosti NaHCO3 in frekvencne ucinke pri svezih raztopinah. Razvoj sistema
BFK smo podali v Prilogi B. Ker se v nobenem primeru sveze pripravljene obdelave niso
razlikovale od kontrol, smo upostevali ugotovitve Elije in sodelavcev (2006, 2007) in
obdelane raztopine starali. Delovno hipotezo doktorata smo testirali s pomo¢jo naslednjih
treh eksperimentov: ponovljivost staranja, vpliv volumna staranja ter vpliv polozaja
staranja, obdelave, frekvence in temperature.
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4.1.2.1 Ponovljivost staranja

Primerjali smo izmerjeno prevodnost o 310 dni staranih obdelav KON, MV, MK, EV in
EK priprav PR1 in PR2 (glej 3.3.9.1). Razmerje med sti¢no povrsino s steklom in
volumnom raztopin je bilo 3,9/cm. Prevodnosti smo merili v istih 2,5-mL stekleni¢kah, v
katerih smo raztopine starali, pri 25 °C brez termostata v klimatiziranem laboratoriju.
Temperaturo raztopin smo merili z vticnim termometrom. Nihala je najve¢ za + 1 °C.
Preglednice z rezultati smo podali v Prilogi C. V preglednicah C1 in C2 smo podali vse
rezultate meritev prevodnosti. Raztopinam smo izmerili prevodnost takoj po pripravi in po
310 dneh (glej sl. 22 in pregl. C3). Na prevodnost obeh priprav pri 1000 Hz izmeni¢no
redCenje in mehansko tresenje ter moc¢ni elektri¢ni impulzi nimajo bistvenega vpliva (glej
sl. 23), zato smo pripravi prvi in 310. dan staranja predstavili z zdruZzenimi obdelavami.

PONOVLIIVOST PREVODNOSTI 310 DNI STARANIH
PRIPRAV PRI IN PR2
50 (zdruZene obdelave)

45 -

40 -
35 -
30 -
25 -

o/uS/cm

izhodis¢na

10 - prevodnost

PR1 PR2
PRIPRAVA

Slika 22: Ponovljivost prevodnosti pri staranju PR1 in PR2. o prvi (izhodi$¢na prevodnost) in 310. dan z
intervali SE, merjena pri 25 °C in 1000 Hz, ¢e zdruzimo obdelave; N [/] PR1: 28, PR2: 27.
Figure 22: Repeatability of conductivity upon ageing of PR1 and PR2. ¢ the first (starting point

conductivity) and 310" day with SE intervals, measured at 25 °C and 1000 Hz, if treatments are united; N [/]
PR1: 28, PR2: 27.

o je po 310 dnevih staranja v PR1 in PR2 narasla za 3,5-krat (glej pregl. C3 in sl. 22).
Steklenicke, v katerih smo starali pripravi PR1 in PR2 so iz stekla iste kakovosti in sestave.
RSE koncentracij natrija po 310 dnevih staranja obeh priprav pa so 3 % (glej pregl. C4).
Zato smo ponovljivost staranja PR1 in PR2 primerjali z izmerjenimi prevodnostmi o (glej
sl. 23 in pregl. C5).
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Slika 23: Ponovljivost prevodnosti 310 dni staranih KON (modra), MV (rde¢a), MK (zelena), EV (svetlo
modra) in EK (oranzna) priprav PR1 ter PR2 z intervali SE pri 25 °C in 1000 Hz; N [/] PR1: KON 5, MV 5,
MK 7, EV 5, EK 7; PR2: KON 7, MV 5, MK 5, EV 5, EK 5.

Figure 23: Repeatability of conductivity after 310 days of ageing KON (blue), MV (red), MK (green), EV
(light blue) and EK (orange) of preparations PR1 and PR2 with SE intervals at 25 °C and 1000 Hz; N [/]
PR1: KON 5, MV 5, MK 7, EV 5, EK 7; PR2: KON 7, MV 5, MK 5, EV 5, EK 5.

Obdelava raztopin, ¢e zdruzimo obdelave obeh priprav, ne vpliva bistveno na izmerjene
prevodnosti (o) pri 1000 Hz (glej sl. 23). ¢ pri 1000 Hz smo primerjali Se s statisti¢no
analizo. Prevodnosti imajo glede na pripravo in glede na obdelavo homogene variance,
nekatere obdelave pa so nenormalno porazdeljene (glej pregl. C5). Pripravi smo glede na o
obdelav primerjali z UA in LMM. Z obema analizama smo prisli do enakih rezultatov. Ker
LMM ne pogojuje normalne porazdelitve, ima pri tem eksperimentu vecjo statisticno moc.
Primerjava z LMM je pokazala, da so interakcije priprava*obdelava neznaéilne (p =
0,664), prav tako neznacilno se razlikujeta pripravi (p = 0,887) in obdelave (p = 0,078);
glej pregl. C6. 1z teh rezultatov lahko sklepamo, da so prevodnosti pri 1000 Hz (o1000)
staranih raztopin ponovljive.

Frekvencne ucinke prvi in 310. dan staranja priprave PR1 smo ponazorili v sliki 24 z
zdruzenimi obdelavami (glej pregl. C7). Frekven¢ne ucinke obdelav KON, MV, MK, EV
in EK priprav PR1 in PR2 pa v sliki 25 (glej pregl. C8).
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PONOVLIIVOST FREKVENCNIH UCINKOV PRIPRAV PR1
INPR2 PRVIIN 310. DAN STARANJA

(zdruZene obdelave) B PR11000Hz
16 N PR110.000Hz

PR1100.000Hz

14 - g PR2 1000 Hz
\ PR2 10.000 Hz
12 - PR2 100.000 Hz

10

Hi%

PR11.dan 310.dan PR21.dan 310.dan
PRIPRAVIPRI1 IN PR2

Slika 24: Ponovljivost frekven¢nih uéinkov priprav PR1 (modra) in PR2 (rdec¢a) prvi in 310. dan staranja z
intervali SE, ¢e zdruzimo obdelave. o merjena pri 25 °C; N [/] PR1: 28, PR2: 27.
Figure 24: Repeatability of frequency effects of preparations PR1 (blue) and PR2 (red) the 1% and 310" day
of ageing with SE intervals, if treatments are united. o measured at 25 °C; N [/] PR1: 28, PR2: 27.

Frekvencni ucinki, H, so bistveno vi§ji 310. dan staranja v primerjavi s prvim dnem.
Frekvenc¢ni ucinki priprave PR2, ¢e zdruzimo obdelave, so pri vseh frekvencah bistveno
visji kot pri PR1 (glej sl. 24 in pregl. C7). Frekvenéni u¢inki PR1 po 310 dneh staranja so
pri 1000 Hz 2,2 %, 10 000 Hz 3,5 % in 100 000 Hz 5,7 %. Frekven¢ni uéinki PR2 pa pri
1000 Hz 8,0 %, pri 10 000 Hz 10,8 % in pri 100 000 Hz 13,5 %. Koncentracija NaHCO3
po 310 dneh staranja obeh priprav je 0,2 mmol/L (glej pregl. C4). Medtem ko so
frekven¢ni ucinki 310 dni starih PR1 enaki kot pri Stirikrat bolj koncentrirani svezi
raztopini NaHCOg, so frekvenéni ucinki PR2 vecji kot pri petkrat bolj koncentrirani svezi
raztopini NaHCO3.

Frekvencne ucinke obdelav priprav PR1 in PR2 smo podali v sliki 25 in preglednici C8. Da
bi ugotovili, ali se frekvencni uc¢inki obdelav priprav PR1 in PR2 med seboj razlikujejo,
smo rezultate statisti¢no analizirali z MPM in LMM (glej pregl. 11). Mauchlyjev test je
pokazal, da frekvenéni ucinki niso sferi€éno porazdeljeni, zato smo pri analizi z MPM
upostevali Greenhouse-Geisserjev test, ki pa se je povsem skladal s testom, ko je
predpostavljena sferi¢nost, Huynh-Feldt in Lower-bound testom ter z rezultati LMM.
Rezultati statisti¢ne analize so naslednji:

1. Frekvencni ucinki priprave PR2 so znacilno (p < 0,001) visji od PR1.
2. Frekvencni ucinki obdelav so enaki (p = 0,897).
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3. Interakcija priprava*obdelava (p = 0,057) je neznacilna, kar pomeni, da so frekven¢ni
ucinki vseh obdelav priprave PR1 znacilno nizji kot frekvenéni ucinki obdelav PR2.

4. Frekven¢ni uéinki znacilno rastejo z ve¢anjem frekvence (p < 0,001).

5. Interakcija priprava*frekvenca (p < 0,001) je znacilna, kar pomeni, da se frekvencni
uc¢inki PR2 pri 10 000 in 100 000 Hz bolj strmo povecujejo glede na frekvenéne ucinke
pri 1000 Hz kot PR1 (glej sl. 24).

6. Interakcija obdelava*frekvenca (p = 0,647)) je neznacilna, kar pomeni, da se Higgo, Hio
000 1N H1go 000 Med obdelavami ne razlikujejo.

Na sliki 25 smo ponazorili frekvenéne ucinke vseh obdelav pri 1000, 10 000 in 100 000
Hz.
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4.1.2.2 Vpliv volumna staranja

Primerjali smo koeficiente izmerjene in teoreti¢ne prevodnosti, o/oyuk, pri 1000 Hz in
frekvenéne ucinke pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz 370 dni na polozaju PR staranih
obdelav EV in EK v treh razli¢nih volumnih 20-mL stekleni¢k (glej 3.3.9.2). Razmerje
med sti¢no povrsino s steklom in volumnom raztopin v 2 mL je bilo 4,0/cm, 5 mL 2,6/cm,
10 mL pa 2,1/cm. Prevodnosti smo merili v 2,5-mL steklenic¢kah pri 25 °C brez termostata
v klimatiziranem laboratoriju, zato smo vsebine 20-mL steklenick pred merjenjem
prevodnosti odpipetirali v 2,5-mL steklenicke. Temperatura raztopin, ki smo jo merili z
vticnim termometrom, je nihala najve¢ za = 1 °C. Preglednice z rezultati smo podali v
Prilogi D. V preglednici D1 smo zbrali vse rezultate o/oyk, CnaHcos In frekvenénih ucinkov.
Raztopinam smo izmerili prevodnost takoj po pripravi in po 370 dneh (glej sl. 26 in pregl.
D2). Na prevodnost pri 1000 Hz bistveno vpliva predvsem volumen staranja, medtem ko
se »informaciji« vode in KCI (EV in EK), preneseni z elektri¢cnimi impulzi, med seboj ne
razlikujeta. Iz tega razloga smo o prvi in 370. dan staranja ponazorili z zdruzenima
obdelavama EV in EK.

VPLIV VOLUMNA STARANJA NA PREVODNOST
(zdruZeni obdelavi)

120

100 -

80 -

o/uS/cm
(=)}
=

40 -
20 - izhodiscna
prevodnost
0
2 5 10
VimL

Slika 26: Vpliv volumna staranja na prevodnost 2 (modra), 5 (rdeca) in 10 mL (zelena) z intervali SE, ¢e
zdruzimo obdelavi. o merjena prvi (izhodi$¢na prevodnost) in 370. dan pri 25 °C in 1000 Hz; N [/] 2 mL: 8,5
mL: 10, 10 mL: 10.

Figure 26: Influence of ageing volume on conductivity of 2 (blue), 5 (red) and 10 mL (green) with SE
intervals, if treatments are united. o measured the first (starting point conductivity) and 370" day at 25 °C
and 1000 Hz; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10, 10 mL: 10.

o je po 370 dnevih v 2 mL narasla za 8,5-krat, v 5 mL za 4,1-krat, v 10 mL pa za 2,5-krat
(glej sl. 26 in pregl. D2). Vendar ¢ med volumni staranja ni smiselno primerjati zaradi
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razlik v razmerju med sti¢no povrs§ino s steklom in volumnom, S/V. Ve¢ja, kot je S/V, vecja
je koncentracija natrija, ki se je s ¢asom izluzil v raztopino. Naslednja slika je zato bolj
nazorna, saj poleg o uposteva tudi izmerjeno koncentracijo NaHCO3 (glej sl. 27).

VPLIV VOLUMNA STARANJA NA PREVODNOST

(zdruZeni obdelavi)
120
o«
100 - ¢
volumen
30 | +2mlL
g +5mL
2
v 60 - + 10 mL
B
40 -
(25°C, 1000 Hz)
20 -
O T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

CNaI{COS"Irmo 111

Slika 27: Prevodnost svezih (UK) in v 2 (modra), 5 (rdeca) ter 10 mL (zelena) staranih raztopin NaHCO; v
odvisnosti od koncentracije NaHCOj3; obdelavi EV in EK sta zdruzeni. Prevodnost nad UK je presezna.
Figure 27: Conductivity of fresh (UK) and in 2 (blue), 5 (red) and 10 mL (green) aged NaHCO3 solutions in
dependence of NaHCO; concentration; treatments EV and EK are united. Conductivity above CC is excess.

Slika 27 nam pove, kaj pomenijo ¢ staranih raztopin v odnosu do koncentracije natrija, ki
smo jo dolo¢ili z ICP-MS. Ce nariSemo vzporednico z absciso, ki te¢e od poljubne tocke
na grafu do UK, lahko od¢itamo koncentracijo sveZe raztopine, ki ima enako prevodnost.
Tako imajo 2 mL raztopine po 370 dneh enako prevodnost kot sveze raztopine z ve¢ kot
dvakrat vi§jo koncentracijo NaHCO3, 5 mL 1,9-krat in 10 mL 1,5-krat. Razmerja med
presezno in izmerjeno prevodnostjo, ap/o, pri 2 mL so 43,3 %, 5 mL 36,1 % in 10 mL 26,8
%. To pomeni, da je v 2 mL 45,9 uS/cm, 5 mL 18,6 uS/cm in 10 mL 8,3 uS/cm presezne
prevodnosti.

Nadalje smo vpliv volumna staranja primerjali s koeficienti oloyk, pri Kkaterih so
upostevane razlike v koncentraciji izluzenega natrija (glej sl. 28).
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Slika 28: Vpliv volumna staranja EV in EK na koeficient izmerjene in teoreti¢ne prevodnosti, o/oyy, Z
intervali SE. o merjene pri 25 °C in 1000 Hz. EV in EK starani 370 dni v 2 (modra), 5 (rde¢a) in 10 mL
(zelena); N [/] EV: 2 mL (3), 5 mL (5), 10 mL (5); EK: 2 mL (5), 5 mL (5), 10 mL (5).

Figure 28: Influence of ageing volume of EV and EK on coefficient of measured and theoretical
conductivity, o/oyy, with SE intervals. ¢ measured at 25 °C and 1000 Hz. EV and EK aged for 370 days in 2
(blue), 5 (red) and 10 mL (green); N [/] EV: 2 mL (3), 5 mL (5), 10 mL (5); EK: 2 mL (5), 5 mL (5), 10 mL
(5).

Razlika o/oux med posameznimi volumni staranja je ocitna (glej sl. 28 in pregl. D3).
Manjsi, kot je volumen staranja, vecji je oloyk. oloyk 2 vs. 5in 5 vs. 10 mL se v povpreéju
razlikujejo za 20 %, o/ouk 2 vs. 10 mL pa za 40 %. Manjsi, kot je volumen staranja, vecji
S0 aloyk. Da bi preverili, ¢e se aloyk volumnov EV in EK razlikujejo pri 1000 Hz (glede
na obdelavo), smo rezultate, ki so normalno porazdeljeni in imajo homogene variance,
statisti¢no analizirali z UA (glej pregl. D3). UA je pokazala, da so interakcije volumna in
obdelav (p = 0,370) ter razlike med obdelavama (p = 0,279) neznadilne. 1z tega razloga
smo o/oyk EV in EK v sliki 29 in preglednici D4 upostevali kot paralelki.
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Slika 29: Vpliv razmerja S/V na presezek prevodnosti, oy, z intervali SE, merjeno pri 25 °C in 1000 Hz; EV
in EK so zdruzeni. EV in EK starani 370 dni v 2 mL s 4,0/cm (modra), 5 mL z 2,6/cm (rde¢a) in 10 mL z
2,1/cm (zelena); N [/] 4,0/cm: 8, 2,6/cm: 10, 2,1/cm: 10. Zacetek abscise je pri 1,5/cm.

Figure 29: Influence of ratio S/V on excess conductivity, o, with SE intervals, measured at 25 °C and 1000
Hz; EV and EK are united. EV and EK aged for 370 days in 2 mL with 4,0/cm (blue), 5 mL with 2,6/cm
(red) and 10 mL with 2,1/cm (green); N [/] 4,0/cm: 8, 2,6/cm: 10, 2,1/cm: 10. Abscissa starts at 1,5/cm.

Vsi frekvenéni ucinki so pri vseh frekvencah 370. dan staranja znacilno vis$ji kot prvi dan
(glej pregl. D5). Frekvencne u¢inke pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz EV ter EK, staranih v
2 mL, 5 mL in 10 mL, smo ponazorili v sliki 30 (glej pregl. D6).
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Slika 30: Vpliv volumna staranja EV (svetlo modra) in EK (oranzna) na frekven¢ni uéinek pri 1000 (polno), 10 000 (¢rtasto) in 100 000 Hz (pikéasto) z
intervali SE. o merjene pri 25 °C. Obdelavi starani 370 dniv 2, 5in 10 mL; N [/] EV: 2 mL (3), 5 mL (5), 10 mL (5), EK: 2 mL (5), 5 mL (5), 10 mL (5).

Figure 30: Influence of EV (light blue) and EK (orange) ageing volume on frequency effects at 1000 (filled), 10 000 (striped) and 100.00 Hz (dotted) with
SE intervals; o measured at 25 °C. Treatments aged for 370 days in 2, 5 and 10 mL; N [/] EV: 2 mL (3), 5 mL (5), 10 mL (5), EK: 2 mL (5), 5 mL (5), 10

mL (5).
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Frekvencni ucinki se bistveno razlikujejo glede na volumen staranja in frekvenco (glej sl.
30). Manjsi, kot je volumen staranja, vecji so frekvenéni uéinki in vecja, kot je frekvenca,
pri kateri raCunamo frekven¢ni u€inek, vecji so frekvenéni uéinki. Razlika med Higoo in
H1o 000 2 ije 34%,5mL24% in 10 mL 1,8 %. Razlika med H1o 000 in H100 000 2 ije
2,9 %, 5 mL 2,1 %, 10 mL pa 2,2 %. Frekven¢ne ucinke smo statisticno analizirali z LMM
in MPM. Ker so frekven¢ni u¢inki nenormalno porazdeljeni, smo dali vegjo statisti¢no tezo
LMM. LMM je pokazal, da je interakcija volumen*obdelava neznacilna (p = 0,516) (glej
pregl. D8). To pomeni, da se, ¢e zdruzimo frekvence, frekvencni ucinki obdelav EV in EK
z volumnom spreminjajo na enak nacin. Na sliki 31 pa so podani frekvenéni ucinki obeh
obdelav pri treh razliénih frekvencah in zdruzenih volumnih (glej pregl. D7).

FREKVENCNI UCINKI EV IN EK

14

12

H

10 —

obdelava

Hi%
H

= EV
EK

1000 10 000 100 000
fiHz

Slika 31: Vpliv obdelav EV (svetlo modra) in EK (oranzna) na frekvenéne uéinke pri 1000, 10 000 in 100
000 Hz z intervali SE, ¢e zdruzimo volumne; N [/] EV: 13, EK: 15.
Figure 31: Influence of treatments EV (light blue) and EK (orange) on frequency effects at 1000, 10 000 and
100 000 Hz with SE intervals, if volumes are united; N [/] EV: 13, EK: 15.

Iz slike 30 vidimo, da so razlike med frekven¢nimi u¢inki EV in EK med frekvencami
1000 in 10 000 Hz pri 5 in 10 mL. Pri tem pa so te razlike glede na Stevilo paralelk
minimalne. Hypo0 5 ML EK je 6,6 SSE 0,1in5 mL EV 6,1 % s SE 0,2 %. Higooo 5 mL EK
je9,0sSE0,2in5mLEV 8,4 % s SE 0,1 %. Hip00 10 mL EK je 4,6 s SE 0,1, 10 mL EV
4,15 SE 0,1 in Hypo00 10 ML EK je 6,6 s SE 0,2, 10 mL EV pa 5,8 % s SE 0,1 %.

Frekvenéne ucinke EV in EK smo zdruzili v sliki 32 in preglednici D9.



69

Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Slika 32: Frekven¢ni ué¢inki pri 1000 (polno), 10 000 (értkano) in 100 000 Hz (pikc¢asto) svezih in 370. dni v
2 mL (modra), 5 mL (rde¢a) in 10 mL (zelena) staranih raztopin z enakimi koncentracijami NaHCO; z
intervali SE, merjene pri 25 °C, ¢e zdruzimo obdelavi; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10, 10 mL: 10.

Figure 32: Frequency effects at 1000 (filled), 10 000 (striped) and 100 000 Hz (dotted) of fresh and 370 days
in 2 mL (blue), 5 mL (red) and 10 mL (green) aged solutions of equal NaHCO; concentrations with SE
intervals, measured at 25 °C, if treatments are united; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10, 10 mL: 10.

4.1.2.3 Vpliv polozaja staranja, obdelave, frekvence in temperature

Obdelave KON, MV, MK, EV in EK smo 310 dni starali na polozajih PR, ST in MD v 2,5-
mL steklenic¢kah (glej 3.3.9.3 in 3.3.6). Prevodnosti smo merili pri 25 °C brez termostata v
klimatiziranem laboratoriju in pri 5 °C v termostatski kopeli z 10 % NaCl (aq.).
Temperaturo raztopin, merjenih brez termostata, smo merili z vtiénim termometrom in je
nihala najve¢ za + 1 °C. Razmerje med sticno povrSino s steklom in volumnom med
staranjem je bilo 3,9/cm. Preglednice z rezultati in preglednice, ki spadajo k slikam te
tocke smo podali v Prilogi E. V preglednicah E1 in E2 smo zbrali vse rezultate o/oy,
oplo1000, CNaHcos IN H. Z LMM smo primerjali koeficiente a/oyk pri 25 in 5 °C ter 120,
1000, 10 000 in 100 000 Hz. Prevodnost o pri 25 in 5 °C polozajev PR, ST in MD prvi ter
310. dan staranja smo z zdruzenimi obdelavami pri 1000 Hz ponazorili v slikah 33 in 34
ter preglednici E3.
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VPLIV POLOZAJA STARANJA NA PREVODNOST PRI 25°C
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Slika 33: Vpliv poloZaja staranja na prevodnost po 310. dneh PR (modra), ST (rde¢a) in MD (zelena) z
intervali SE, ¢e zdruzimo obdelave. o merjena prvi (izhodis¢na prevodnost) in 310. dan staranja pri 25 °C in
1000 Hz; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

Figure 33: Influence of ageing position on conductivity after 310 days PR (blue), ST (red) and MD (green)
with SE intervals, if treatments are united. & measured the 1% (starting point conductivity) and 310" day of
ageing at 25 °C and 1000 Hz; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

VPLIV POLOZAJA STARANJA NA PREVODNOST PRI 5°C
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Slika 34: Vpliv polozaja staranja na prevodnost po 310. dneh PR (modra), ST (rde¢a) in MD (zelena) z
intervali SE, ¢e zdruzimo obdelave. o merjena prvi (izhodis¢na prevodnost) in 310. dan staranja pri 5 °C in
1000 Hz; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.
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Figure 34: Influence of ageing position on conductivity after 310 days PR (blue), ST (red) and MD (green)
with SE intervals, if treatments are united. o measured the 1% (starting point conductivity) and 310" day of
ageing at 5 °C and 1000 Hz; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

Prevodnost pri 25 °C je po 310 dnevih na polozaju PR narasla za 3,8-krat, ST za 4,3-krat,
medtem ko na polozaju MD skoraj ni rasti (glej sl. 33 in pregl. E3). Prevodnost pri 5 °C je
po 310 dnevih na polozaju PR narasla za 2,7-krat, ST za 3,3-krat, na polozaju MD pa po
310 dnevih prav tako ni bistvenih razlik (glej sl. 34). Naslednji sliki ponazarjata o v
odvisnosti od koncentracije NaHCOs3 (glej sl. 35 in 36).

VPLIV POLOZAJA STARANJA NA PREVODNOST PRI 25°C
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Slika 35: Prevodnost svezih (UK) in na polozajih PR (modra), ST (rdeca) ter MD (zelena) staranih obdelav
pri 25 °C in 1000 Hz v odvisnosti 0d Cyancos- Obdelave so zdruZene, prevodnost nad UK je presezna.
Figure 35: Conductivity of fresh (UK) and on positions PR (blue), ST (red) and MD (green) aged treatments
at 25 °C and 1000 Hz in dependence of cnancos. Treatments are united, conductivity above CC is excess.
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VPLIV POLOZAJA STARANJA NA PREVODNOST PRI 5°C
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Slika 36: Prevodnost svezih (UK) in na polozajih PR (modra), ST (rde¢a) ter MD (zelena) staranih obdelav
pri 5 °C in 1000 Hz v odvisnosti 0d Cyarcos. Obdelave so zdruzene, prevodnost nad UK je presezna.
Figure 36: Conductivity of fresh (UK) and on positions PR (blue), ST (red) and MD (green) aged treatments
at 5 °C and 1000 Hz in dependence of cnancos. Treatments are united, conductivity above CC is excess.

Polozaja PR in ST imata pri 25 in 5 °C priblizno enake presezke prevodnosti, medtem ko
polozaj MD nima presezkov (glej sl. 35 in 36).

Rezultati merjenja prevodnosti in ICP-MS analize za natrij so v obliki koeficientov o/oyk v
vecini analiz nenormalno porazdeljeni in imajo nehomogene variance glede na poloZaj
staranja, obdelavo, frekvenco in temperaturo (glej pregl. E4 do E7). Vpliv polozaja
staranja, obdelave, frekvence in temperature na presezek prevodnosti oziroma o/oyk SMO
zato statisti¢no analizirali z LMM. Pri tem smo pazili, da je bilo Stevilo paralelk vzorcev,
ki smo jih primerjali, vecje od 7.

Pri statisti¢ni analizi z LMM smo frekvenco in temperaturo upostevali kot ponavljajoci se
(within-subject) spremenljivki in kot faktorja vpliva (between-subject variable) (Damijana
Kastelec, osebna komunikacija). Osnovne rezultate analize z LMM smo podali v
preglednici E8. Pri razlagi rezultatov statisticne analize smo Upostevali pravilo, da najvisja
znacilna interakcija najbolj natan¢no prikaze vplive v sistemu (Field 2005). Pri racunanju
znacilnosti faktorjev vpliva 2- in 3-interakcij statisticni program ostalih spremenljivk ni
uposteval kot faktorje, ampak jih je zdruzil ter izracunal povprecje. Zato smo bistvene
rezultate nizjih interakcij in nekaterih faktorjev vpliva ponazorili na dva nac¢ina. Najprej s
povprecji, ki jih je izracunal LMM, nato pa s povprecji pri 1000 Hz 25 in 5 °C lo¢enih
poloZajev ter po potrebi zaradi ve¢je nazornosti Se z zdruzenimi obdelavami. Medtem ko se



73

Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

olouk polozajev staranja znatno razlikujejo, so namre¢ razlike med obdelavami v sklopu
nihanj a/oyk posameznih polozajev. Podajamo samo pomembne rezultate LMM analize.

1. Vpliv poloZajev staranja je znacilen (p < 0,001).

VPLIV POLOZAJA STARANJA
(zdruZene obdelave. frekvence in temperaturi)
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Slika 37: a) Vpliv polozaja staranja PR (modra), ST (rde¢a) in MD (zelena) na a/oyk z intervali SE (zdruzene
obdelave, frekvence in temperaturi).
Figure 37: a) Influence of ageing positions PR (blue), ST (red) and MD (green) on a/oyk With SE intervals
(united treatments, frequencies and temperatures).
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VPLIV POLOZAJA STARANJA NA o/0x PRI 1000 Hz
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Slika 37: b) Vpliv poloZzaja staranja PR, ST in MD na a/oyk z intervali SE pri 1000 Hz 25 (rdeca) in 5 °C
(modra); zdruzene obdelave.
Figure 37: b) Influence of ageing positions PR, ST and MD on a/oyk with SE intervals at 1000 Hz 25 (red)
and 5 °C (blue); united treatments.

LMM (sl. 37 a): Kontrasti LMM so pokazali, da so /oy ST znacilno vegji kot pri PR (p =
0,003), hkrati pa so o/ayk obeh polozajev znacilno visji (p < 0,001) kot pri MD (glej pregl.
E9).

oloyk_polozajev pri 1000 Hz 25 in 5 °C z zdruzenimi obdelavami (sl. 37 b): Pri 5 °C so
povprecja in RSE /oy PR 162,3 % + 1,5 %, ST 177,2 % £+ 1,5 % in MD 85,6 % + 3,2 %,
pri 25 °C paso pri PR 171,9 % + 1,4 %, ST 176,8 % + 2,6 % ter MD 85,6 % + 1,8 %. Pri 5
°C so oloyk ST znacilno visji kot PR, medtem ko se pri 25 °C aloyx PR in ST ne
razlikujejo. Pri obeh temperaturah so o/ayx MD znatno nizji kot PR in ST. o/oyk polozajev
ST in MD se ne razlikujejo glede na temperaturo meritve, medtem ko so pri 25 °C oloyx
PR znacilno vi§ji kot pri 5 °C.

2. Vpliv frekvence na o/oyk je znacilen (p < 0,001).
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Slika 38: a) Vpliv frekvence na a/oyk z intervali SE po oceni LMM (zdruZeni polozaji, obdelave in
temperaturi).
Figure 38: a) Influence of frequency on o/oyk with SE intervals from estimates of LMM (united positions,
treatments and temperatures).
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Slika 38: b) Vpliv frekvence na o/oyk polozajev PR (modra), ST (rde¢a) in MD (zelena) z intervali SE pri 25
°C (zdruzene obdelave). ZaCetek ordinate je pri 60 %.
Figure 38: b) Influence of frequency on o/ak of positions PR (blue), ST (red) and MD (green) with SE
intervals at 25 °C (united treatments). Ordinate starts at 60 %.
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Slika 38: c) Vpliv frekvence na a/oyk polozajev PR (modra), ST (rdeca) in MD (zelena) z intervali SE pri 5
°C (zdruzene obdelave). Zacéetek ordinate je pri 80 %.
Figure 38: c) Influence of frequency on o/oy of positions PR (blue), ST (red) and MD (green) with SE
intervals at 5 °C (united treatments). Ordinate starts at 80 %.

LMM (sl. 38 a): Kontrasti so pokazali, da se a/ouk pri 120 in 1000 Hz ne razlikujejo (p =
0,284), medtem ko se z nadaljnjim vecanjem frekvence, ¢e zdruzimo o/oyk polozajev in
obdelav pri 25 in 5 °C, znadilno povecujejo (p < 0,001) (glej pregl. 10).

oloyk polozajev pri vseh frekvencah 25 in 5 °C z zdruzenimi obdelavami (sl. 38 b in c): Pri
25 °C so povprecja in RSE o/oyk polozaja staranja PR pri 120 Hz 164,6 % + 2,4 %, 1000
Hz 1719 % + 2,4 %, 10 000 Hz 172,6 % + 2,4 % in 100 000 Hz 167,3 % + 2,3 %.
Povpre¢ja in RSE o/oyk polozaja ST pri 120 Hz 168,9 % + 4,4 %, 1000 Hz 176,8 % + 4,6
%, 10 000 Hz 177,7 % + 4,7 % in 100 000 Hz 172,5 % + 4,6 %. Povprec¢ja in RSE o/oyk
polozaja MD pri 120 Hz 79,4 % + 1,4 %, 1000 Hz 85,6 % + 1,5 %, 10 000 Hz 86 % + 1,5
% in 100 000 Hz 81,5 % =+ 1,4 %; glej sl. 38 b). Pri 25 °C so krivulje o/oyk polozajev PR,
ST in MD v odvisnosti od frekvence v obliki obrnjene kadi. Pri 120 in 100 000 Hz je
spodnji del kadi, pri 1000 in 10 000 Hz pa zgornji del. Pri PR so znacilne razlike med 120
vs. 1000 in 10 000 ter med 100 000 vs. 10 000 Hz. Pri ST ni znacilnih razlik. Pri MD pa so
znacilne razlike med 120 in 100 000 Hz vs. 1000 in 10 000 Hz.

Pri 5 °C so povprecja in RSE o/oyk polozaja staranja PR pri 120 Hz 162,3 % + 2,5 %,
1000 Hz 162,3 % =+ 2,5 %, 10 000 Hz 171,6 % =+ 2,5 % in 100 000 Hz 169,4 % + 3,0 %.
Povprecja in RSE polozaja ST pri 120 Hz 177,2 % + 2,6 %, 1000 Hz 177,2 % + 2,6 %, 10
000 Hz 187,2 % + 2,7 % in 100 000 Hz 190,6 % + 3,3 %. Povprecja in RSE polozaja MD
pri 120 Hz 85,8 % + 2,7 %, 1000 Hz 85,6 % + 2,7 %, 10 000 Hz 91,5 % + 3,2 % in 100
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000 Hz 99,2 % + 3,6 %,; glej sl. 38 ¢). Pri PR in ST so o/oyk pri 120 in 1000 Hz zna&ilno
nizji od 10 000 in 100 000 Hz, medtem ko so pri MD /oy pri 120 in 1000 Hz znacilno
nizji od 100 000 Hz. Pri ST in MD je trend rasti o/oyk Vv odvisnosti s frekvenco, medtem ko
pri PR a/oyk do 10 000 Hz raste, pri 100 000 Hz pa pade.

3. Vpliv temperature ni znacilen.

VPLIV TEMPERATURE
(zdruZeni poloZaji. obdelave in frekvence)
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Slika 39: Koeficienti o/oyk pri 25 (rde¢a) in 5 °C (modra) z intervali SE (zdruZeni polozaji, frekvence in
obdelave). Zacetek ordinate je pri 139 %.
Figure 39: Coefficients o/oyk at 25 (red) and 5 °C (blue) with SE intervals (united positions, treatments and
frequencies). Ordinate starts at 139 %.

Ocena LMM (sl. 39): aloyk pri 5 °C so priblizno enaki kot pri 25 °C (glej pregl. E11). Iz
tega lahko sklepamo, da so meritve brez termostata pri 25 °C zanesljive.
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4. Interakcija frekvenca*temperatura je znacilna (p < 0,001).

INTERAKCIJA FREKVENCA*TEMPERATURA
(zdruZeni poloZajiin obdelave)
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Slika 40: Koeficienti o/ayk pri 5 (modra) in 25 °C (rdeca) ter frekvencah 1000, 10 000 in 100 000 Hz z
intervali SE (zdruzeni polozaji in obdelave). Zacetek ordinate je pri 135 %.
Figure 40: Coefficients o/oyk at 5 (blue) and 25 °C (red) and frequencies 1000, 10 000 and 100 000 Hz with
SE intervals (united positions and treatments). Ordinate starts at 135 %.

LMM (sl. 40): a/oux pri 10 000 in 100 000 Hz so pri 5 °C znadilno visji kot pri 25 °C (glej
pregl. E12).

Na sliki 41 smo ponazorili a/oyx posameznih obdelav pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz ter
251in 5 °C.
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MDEYV in MDEK (desno) pri 5 (modra) ter 25 °C (rdec¢a) ter 1000, 10 000 in 100 000 Hz. /o z intervali SE.
Figure 41: Treatments PRKON, PRMV, PRMK, PREV and PREK (left), STKON, STMV, STMK, STEV and STEK (middle), MDKON, MDMV,

Slika 41: Obdelave PRKON, PRMV, PRMK, PREV in PREK (levo), STKON, STMV, STMK, STEV ter STEK (sredina), MDKON, MDMV, MDMK,
MDMK, MDEV and MDEK (right) at 5 (blue) and 25 °C (red) and 1000, 10 000 and 100 000 Hz. o/ok with SE intervals.
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LMM (sl. 41): o/oyk obdelav PRMK in PREV pri 1000 Hz so pri 25 °C znacilno visje kot
pri 5 °C, kar je obratni trend kot pri vseh ostalih obdelavah (glej pregl. E13).

Frekvenc¢ni ucinki vseh polozajev staranja so vecji kot prvi dan po obdelavi (glej pregl.
E14). Frekvenc¢ni ucinki polozaja ST pri 1000 Hz so za 230 %, 10 000 Hz za 150 % in 100
000 Hz za 60 % vecji kot prvi dan po obdelavi, frekvenéni ucinki polozaja PR pri 1000 Hz
za 175 %, 10 000 Hz 120 % in 100 000 Hz 50 % ter frekvencni ucinki polozaja MD pri
1000 Hz 25 %, 10 000 Hz 20 % in 100 000 Hz 30 %. Frekven¢ne ucinke posameznih
obdelav pri 25 in 5 °C smo kot dopolnilo k statisti¢ni analizi z LMM ponazorili v slikah 42
in 43 (glej pregl. E15 in E16).
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4.2 FEROMONSKI TEST S Chromobacterium violaceum CV026

Zaznavanje kvoruma omogoca bakterijam iste vrste, v nekaterih primerih pa tudi drugih
taksonov, da ob zadostni gostoti organizmov sprozijo vrsto sprememb V Svojem
metabolizmu. Pri tem bakterije sintetizirajo feromone, imenovane avtoinducenti, ki ob
mejni koncentraciji (1 — 10 ug/mL) sprozijo spremembo genske ekspresije (Madigan 2000:
228 str., Khmel in sod. 2008).

Gramnegativne bakterije imajo LuxI / LuxR sistem za zaznavanje kvoruma s feromoni acil
homoserin laktoni (AHL). Sinteza AHL je odvisna od Luxl — tipa AHL sintetaz. AHL
prosto prehaja preko membrane v okolje in nazaj v celico, kjer se veZze na LuxR — tip
receptorjev v citoplazmi (Camilli in Bassler 2006). Receptor LuxR pa se aktivira Sele, ko
koncentracija AHL v okolju doseZze mejno vrednost (Khmel in sod. 2008). Nekatere
gramnegativne bakterije ne proizvajajo lastnin AHL, lahko se pa odzovejo na AHL v
okolju (Khmel in sod. 2008, McClean in sod. 1997). Ena tak$nih bakterij, ki smo jo
uporabili pri eksperimentalnem delu, je mutant Chromobacterium violaceum CV026, ki se
na prisotnost AHL v okolju odzove s sintezo violaceina (McClean in sod. 1997).

Rezultate feromonskih testov smo razdelili na dva dela. V prvem delu smo preverili,
kakSen je odziv bakterij na z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo vtisnjeno
»informacijo« feromona AHL v gojis¢u. V drugem delu pa smo sintezo violaceina
AHL. Pri tem smo spreminjali pogoje gojenja CV026, izhodis¢ne raztopine pri pripravi
winformacij« in ¢as izpostavljenosti prekono¢ne kulture temperaturnemu stresu pri 4 °C.
Vendar so eksperimenti ostali pri preliminarnih testih. Neobdelane rezultate in preglednice
h grafikonom smo podali v Prilogi G.

4.2.1 Feromonski test z »informacijo« AHL

Predvidevali smo, da z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo vtisnjena »informacija«
feromona AHL (MF in EF) aktivira protein R ter s tem sintezo violaceina v CVV026 na
podoben nacin kot izhodna snov AHL (KON). Test zaznave »informacij« smo izvedli na
velikih plos¢ah z difuzijsko metodo v jamicah. Pri tem smo kot donor »informacije«
oziroma izhodno snov uporabili OHHL in HHL, kot izhodi$¢ni snovi pri redCenju pa
gojis¢e LB in dH,0. V preglednici 16 in sliki 44 smo podali rezultate feromonskih testov z
winformacijo« OHHL, ki so enaki rezultatom z »informacijo« HHL.

Preglednica 16: Test zaznave »informacije« OHHL v CV026 z difuzijsko metodo v jamicah; MF in EF
pripravljene z gojis¢em LB oziroma dH,0.
Table 16: Test detection of OHHL “information” in CV026 with diffusion method in wells; MF and EF
prepared with medium LB or dH,0.
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. . MF v dH,0 MFv LB
opisna statistika KON EF v dH,O EF v LB
12cH | 12dH | 9dH 12cH | 12dH  9dH
CanL (umol/L) |2 10% [10™ |10° |0 10 110" |10° |0
obarvanje DA |NE |NE NE |NE NE |NE NE |NE
N (/) 3 9 9 9 9 9 9 9 9

Slika 44: Plos¢e obdelav KON (sredine plos¢) in MF (12¢H, 9dH, 12dH) ter EF (na robovih).
Figure 44: Plates with treatments KON (in centers) and MF (12cH, 9dH, 12dH) and EF (on edges).

Bakterijska trata se v blizini obdelav MF (12cH, 12dH in 9dH) in EF, ki vsebujejo zgolj
»informacijo« OHHL oziroma HHL, ni obarvala, medtem ko se je pozitivna kontrola, ki je
vsebovala OHHL oziroma HHL nad mejno koncentracijo za kvorum (KON), obarvala
temno vijoli¢no (glej sl. 44 in pregl. 16).

4.2.2 Preliminarni testi zaznavanja kvoruma z AHL in »informacijo« AHL
Ugotovili smo, da samo »informacija« AHL ni dovolj za sprozitev sistema za zaznavanje
kvoruma, zato smo eksperimente nadaljevali tako, da smo v vsa gojis¢a dodali enako
koli¢ino feromona AHL z in brez »informacije« AHL.

4.2.2.1 Difuzijska metoda v jamicah

Pri gojenju na velikih plos¢ah z difuzijsko metodo v jamicah smo vefinoma dodali
priblizno 60 nmol/L izhodnega OHHL. Najprej smo izvedli poskuse z difuzijsko metodo v
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jamicah brez temperaturnega stresa, z obdelavami KON, MF1, MF2 in MF3 (glej pregl. 15
in sl. 45).

Slika 45: Feromonski test brez temperaturnega stresa z ocenami obarvanja in intervali SE KON (modra),
MF1 (rdeca), MF2 (zelena) ter MF3 (svetlo modra); z OHHL inkubacija pri 20 °C, N=3. Zacetek abscise je
pri 9 h.

Figure 45: Pheromone test without temperature stress with staining scores of KON (blue), MF1 (red), MF2
(green) and MF3 (light blue); with OHHL incubation at 20 °C, N=3. The abscissa starts at 9 h.

Kolonije CVV026 se niso odzvale na dodatek »informacije« OHHL, saj se ni nobena od z
mehanogeno epitaksijo obdelanih raztopin feromona (MF1-3) prej obarvala kot pozitivna
kontrola KON (glej sl. 45 in pregl. G1).

Predvidevali smo, da stres povzroc¢i, da bakterije postanejo bolj obcutljive za zaznavo
winformacije« AHL. Prekono¢no kulturo CV026 smo zato izpostavili dvem uram
temperaturnega stresa pri 4 °C. Prvo obarvanje bakterijske trate z violaceinom smo opazili
po 12 urah, po 15,5 urah pa razlik med obdelavami nismo ve¢ opazili (glej sl. 46 in pregl.
G2).
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Slika 46: Feromonski test z ocenami obarvanja in intervali SE KON (modra), MF1 (rde¢a), MF2 (zelena) ter
MF3 (svetlo modra); prekono¢na kultura 2 h pri 4 °C, z OHHL inkubacija pri 20 °C, N [/] KON (6), MF1 (3),
MF2 (3), MF3 (6). Zacetek abscise je pri 12 h.

Figure 46: Pheromone test with staining scores of KON (blue), MF1 (red), MF2 (green) and MF3 (light
blue); overnight culture 2 h at 4 °C; with OHHL incubation at 20 °C, N [/] KON (6), MF1 (3), MF2 (3), MF3
(6). The abscissa starts at 12 h.

Kvalitativno ocenjevanje obarvanosti je pokazalo, da so eno uro po zacetku obarvanja z
violaceinom najvecje razlike med posameznimi obdelavami. MF2, ki vsebuje tako OHHL
12cH kot 2dH, je najhitreje obarvana, sledita ji MF1, ki vsebuje OHHL 12cH, in MF3, ki
vsebuje OHHL 2dH. KON, ki ne vsebuje »informacije« OHHL, pa se je obarvala
najpocasneje (glej sl. 46).

Da bi izpopolnili metodo dela z bakterijami, smo jih izpostavili razlicnim c¢asom
temperaturnega stresa pri 4 °C in jih inkubirali pri dveh razli¢nih temperaturah, 20 in 25
°C, ter ocenili obarvanost kolonij (glej pregl. G3 in G4). Zaradi nacrtovanja poteka
nadaljnjega dela nas je zanimal predvsem Cas prvega obarvanja plosc (glej sl. 47).
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Slika 47: Cas prvega obarvanja ploi¢ glede na trajanje temperaturnega stresa in temperaturo inkubacije; N=2.
Figure 47: Time of the first staining of the plates according to the duration of temperature stress and
temperature of incubation; N=2.

Vis§ja temperatura inkubacije pospesi izloCanje violaceina (glej sl. 47).

Predvidevali smo, da bo daljsi temperaturni stres povecal razlike med obdelavami, zato
smo prekonoc¢no kulturo za Sest ur izpostavii temperaturnemu stresu pri 4 °C. Obdelave na
velikih plos¢ah smo najprej kvalitativno ocenili (glej sl. 48 in pregl. G5 a), nato pa
violacein dolo¢ili $e kvantitativno z merjenjem Asgs. Vsako uro po zacetku obarvanja z
violaceinom smo dvema paralelkama KON in MF2 ekstrahirali violacein ter izmerili Asgs
(glej sl. 49 in pregl. G5 b).
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Slika 48: a) Feromonski test KON (modra) in MF2 (rde¢a); prekono¢na kultura 6 h pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Ocene obarvanja z intervali SE; N [/] KON (8), MF2 (8). Zacetek abscise je pri 12 h.
Figure 48: a) Pheromone test of KON (blue) and MF2 (red); overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL
incubation at 20 °C. Staining scores with SE intervals; N [/] KON (8), MF2 (8). The abscissa starts at 12 h.

Najvecje razlike med obdelavama KON in MF2 so po 16 urah inkubacije pri 20 °C.
Obdelava MF2, ki vsebuje »informacijo« feromona, je znacilno bolj obarvana kot obdelava
KON, ki je brez »informacije« (glej sl. 48 a).
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Slika 48: b) Feromonski test KON (modra) in MF2 (rde¢a); prekono¢na kultura 6 h pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Asgs z intervali razlik med dvema paralelkama; N=2.
Figure 48: b) Pheromone test of KON (blue) and MF2 (red); overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL
incubation at 20 °C. Asgs With intervals of differences between two parallels; N=2.

Asgs MF2 je znacilno veéja od KON po 16 urah inkubacije, po 22 urah je Asgs MF2 Se

vedno rahlo in neznacilno ve¢ja od KON, medtem ko se po 36,5 urah vrstni red zamenja

(glej sl. 48 b).

Predvidevali smo, da bo poskus pri enakih pogojih ponovljiv (glej sl. 49 in pregl. G6).
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Slika 49: a) Feromonski test_2 KON (modra) in MF2 (rdeca); prekonoéna kultura 6 h pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Ocene obarvanja z intervali SE; N [/] KON (5), MF2 (5). Zacetek abscise je pri 12 h.
Figure 49: a) Pheromone test_2 of KON (blue) and MF2 (red); overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL
incubation at 20 °C. Staining scores with SE intervals; N [/] KON (5), MF2 (5). The abscissa starts at 12 h.

ODVISNOST 4555 OD OBDELAVE PO 18 URAH
INKUBACIJE

Absorbanca pri 585 nm

KON MEF2
obdelava

Slika 49: b) Feromonski test_2 KON (modra) in MF2 (rde¢a); prekono¢na kultura 6 h pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Asgs 18 ur po inkubaciji; N=5. Zacetek ordinate je pri 0,3.

Figure 49: b) Pheromone test_2 of KON (blue) and MF2 (red); overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL
incubation at 20 °C. Asgs 18 h after incubation; N= 5. The ordinate starts at 0,3.
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Feromonska testa s Sestimi urami temperaturnega stresa in inkubacijo pri 20 °C nimata
enakih rezultatov, saj je pri prvem testu ve¢ violaceina pri obdelavi MF2, medtem ko pri
drugem testu med obdelavama ni znacilnih razlik (glej sl. 48 do 49).

Predvidevali smo, da bo zatesnitev plos¢ s parafilmom povecala razlike med obdelavami.
Vendar so rezultati pokazali, da zatesnitev ploS¢ ni primerna, saj se je obarvanje z
violaceinom pric¢elo Sele po 20 urah, kar je pozneje kot pri drugih eksperimentih, poleg
tega pa so bile paralelke precej neenakomerno obarvane (glej pregl. G7).

Pri difuzijski metodi v jamicah pri vsakokratnem pipetiranju mehkega in trdega agarja,
suspenzije prekonoc¢ne kulture ter raztopine feromona lahko nastanejo naklju¢ne napake, ki
vplivajo na ponovljivost in natan¢nost meritev (glej pregl. 17).

Preglednica 17: Ponovljivost priprave gojis¢a na plo§¢ah 2r = 90 mm in merjenja Asgs po 15 urah inkubacije
KON pri 20 °C; 4 hna 4 °C.
Table 17: Repeatability of medium preparation on plates 2r = 90 mm and Asgs measurement 15 hours after
incubation of KON at 20 °C; 4 h at 4 °C.

opisna statistika | N=14 | N=8
AVG A (/) 0,272 | 0,267
SD (/) 0,043 | 0,048
SE (/) 0,012 | 0,017
RSE (%) 42 163

RSE meritev absorpcije 14 paralelk KON je + 4,2 %, 8 paralelk pa + 6,3 % (glej pregl. 17).
4.2.2.2 Tekoca gojisca

Vzporedno z gojenjem na velikih ploScah z difuzijsko metodo v jamicah, smo feromonske
inkubacije dveh paralelk KON in MF2, gojenih v tekocem gojis¢u LB (glej pregl. G8).
Dodali smo 10, 1 oziroma 0,5 umol/L OHHL ter inkubirali pri 20 oziroma 25 °C. MF2
smo pripravljali v sterilni dH,O oziroma v sterilnem gojis¢u LB. Trije izmed poskusov
sicer nakazujejo, da so se MF2 hitreje in mocneje obarvale kot KON, vendar so med
paralelkami velike razlike (glej modre, rdeCe in zelene Crte na sliki 50). Medtem ko je pri
poskusu z 0,5 pumol/L OHHL in inkubaciji pri 20 °C trend ravno nasproten (glej svetlo
modre ¢rte na sliki 50).
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4.2.2.3 Male plosce in male epruvete

.....

.....

difuzijsko metodo v jamicah poenostavili in izboljsali z uporabo malih plos¢ 2r = 35 mm
(glej pregl. 18 in G9).

Preglednica 18: Ponovljivost priprave gojis¢a na malih plos¢ah 2r = 35 mm in merjenja Asgs; KON 4 h na 4

°C.

Table 18: Repeatability of medium preparation on mini plates 2r = 35 mm and Asgs measurement: KON 4 h

at 4 °C.

St. paralelk | 6 9 12
RSEavc (%) | 1,85|1,51 1,37
RSEmin (%) | 0,59 (0,72|0,71
RSEpmax (%) | 3,01 | 2,50 | 1,75

Statisticna obdelava petdesetkrat ponovljenega merjenja absorpcije Sestih, devetih in
dvanajstih paralelk KON kaze, da je povprecna slu¢ajna napaka meritev in priprave sestih
paralelk KON =+ 1,85 %, devetih = 1,51 % in dvanajstih = 1,37 %. Pri tem so po enakem
zaporedju navedene minimalne RSE 0,59 %, 0,72 % in 0,71 %, maksimalne RSE pa 3,01
%, 2,5 % ter 1,75 % (glej pregl. 18).

Test obcutljivosti CV026 na »informacijo« HHL smo izvedli z devetimi eksperimenti, pri
katerih smo primerjali intenziteto absorpcije obdelave z »informacijo« HHL (MF2 in EF1)
ter kontrole KON po 18 do 22 urah inkubacije pri 30 °C na malih plo§¢ah oziroma v malih
epruvetah (glej pregl. 19).

Preglednica 19: Aggs KON in MF2 oziroma EF1 — male plosce oziroma male epruvete; 4 h na 4 °C.
Table 19: Asgs KON and MF2 or EF1 — small plates or small tubes: 4 h at 4 °C.

. AVG SD | N SE RSE ' Awvro/Akon | Aeri/Akon

pogoji poskusa obdelava

/ / / / % % %
0,2 umol/L HHL 6¢H, inkubacija | KON 131 |0,02 |6 0,01 |0,6% 973 /
20 h na 30 °C, male plosce MF2 1,27 /0,03 |6 0,01 [1,0% '
0,2 umol/L HHL 6cH, inkubacija KON 1,45 10,05 |6 0,02 |1,4% 995 /
22 h na 30 °C, male plosce MF2 1,44 0,04 |5 0,02 |1,3% '
0,2 umol/L HHL 6¢H, inkubacija | KON 1,10 |0,02 |6 0,01 10,6% 99.0 /
18 h na 30 °C, male plosce MF2 1,09 [0,02 |6 0,01 |0,6% '
0,2 umol/L HHL, EF1, inkubacija KON 0,53 (0,02 |6 0,01 1,4% / 108.4
18 ur na 30 °C, male plosce EF1 0,57 0,02 |6 0,01 1,6% '
0,2 umol/L HHL, EF1, inkubacija | KON 0,59 10,01 |6 0,00 |0,5% / 99.0
18 h na 30 °C, male plosce EF1 0,58 10,03 |6 0,01 |1,9% '
0,2 umol/L HHL, EF1, inkubacija | KON 046 (0,02 |5 0,01 12,0% / 1014
18 ur na 30 °C, male epruvete EF1 0,47 10,03 |5 0,02 |3,3% '

se nadaljuje
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nadaljevanje

Preglednica 19: Asgs KON in MF2 oziroma EF1 — male plo$ée oziroma male epruvete; 4 h na 4 °C.
Table 19: Aggs KON and MF2 or EF1 — small plates or small tubes: 4 h at 4 °C.

0,2 umol/L HHL, EF1, inkubacija KON 0,46 |0,02 |5 0,01 115% / 102.0
18 ur na 30 °C, male epruvete EF1 0,47 10,03 |5 0,02 |3,3% '
0,2 umol/L HHL, EF1, inkubacija KON 0,55 |0,04 |8 0,01 12,6% / 986
18,5 ur na 30 °C, male epruvete EF1 0,55 0,03 |8 0,01 1,6% '
0,2 umol/L HHL, EF1, inkubacija KON 0,40 |0,01 |8 0,00 |1,0% / 1356
18,5 ur na 30 °C, male epruvete EF1 0,55 |0,03 |8 0,01 11,6% '

160% 7 yPLIV "INFORMACIJE" HHL NA PROIZVODNJO
VIOLACEINA

140% -

120% -

100% -

80% -

60% -

A, rin/Agon'o

40% -

20% -

0% -
MF2 MF2 MF2 EF1 EF1 EF1 EF1 EFl1 EF1
obdelava

Slika 51: Feromonski testi na malih plo$¢ah in v malih epruvetah. Razmerja med Asgs MF2 o0ziroma Asgs EF1
in KON z intervali SE; N=5-8.
Figure 51: Pheromone tests on small plates and in small tubes. Ratios between Asgs MF2 or EF1 and Asgs
KON with SE intervals; N=5-8.

Razmerja med Asgs MF2 oziroma EF1 in Asgs KON po 18 do 22 urah inkubacije na sliki 51
so priblizno enaka 100 %. Rezultati kazejo, da so feromonski testi s feromonom HHL po
18 urah inkubacije pri 30 °C relativno ponovljivi, pri tem pa bakterije »informacije« HHL
vecinoma niso zaznale, saj zaradi tega niso povecale proizvodnje violaceina.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Kemijsko-fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur

Predpostavili smo, da se kemijsko-fizikalne lastnosti vodnih raztopin po obdelavi z
mehanogeno oziroma elektrogeno epitaksijo spremenijo in te spremembe lahko opazimo
na UV-VIS spektrih, izlocanju violaceina, ki ga sprozi sistem za zaznavanje kvoruma pri
indikatorskih bakterijah Chromobacterium violaceum CV026, ter z meritvami prevodnosti.
Pri tem je mehanogena epitaksija metoda, s katero strukturo donorne substance (izhodne
snovi) prek izmeni¢nega redCenja in mehanskih tresljajev predvidoma prenesemo Vv
sprejemno teko¢ino. Pri elektrogeni epitaksiji pa prenos »informacije« VvV Sprejemno
tekocino predvidoma poteka prek elektri¢nih impulzov (Jerman in sod. 2005) (glej sl. 14).

Prva metoda, ki smo jo uporabili za preverjanje delovne hipoteze, je UV-VIS
spektroskopija. Rao in sodelavci (2007) so namre¢ UV-VIS spektroskopijo uporabili kot
orodje pri ugotavljanju razlik med z mehanogeno epitaksijo obdelanimi in neobdelanimi
raztopinami. Objavili so UV-VIS spektre z mehanogeno epitaksijo obdelanih NaCl 6¢H,
12cH in 30cH v 95 % etanolu ter spekter neobdelanega 95 % etanola. Spektri se v obmocju
med 200 in 400 nm znatno razlikujejo tako med posameznimi red€enji kakor tudi glede na
neobdelan 95 % etanol; pri tem NaCl 6¢cH pomeni, da so NaCl Sestkrat izmenoma red¢ili
ena proti sto in dinamizirali (mo¢no tresenje). Ugotovili smo, da se spekter neobdelanega
etanola, ki so ga objavili, ne ujema s podatki v literaturi (Silverstein in Bassler 1967).

Z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo smo v 70 % etanolu pripravili po tri paralelke
obdelav KON, MK, EV in EK ter posneli UV-VIS spektre (RSE desetih ponovitev
snemanj spektrov je bila najve¢ + 0,5 %); pri tem je KON kratica za neobdelano kontrolo,
MK kratica za KCI 12cH, EV in EK pa kratici za z elektrogeno epitaksijo vtisnjeni
»informaciji« vode in KCI. Ugotovili smo, da med UV-VIS spektri obdelav v 70 % etanolu
ni bistvenih razlik (glej sl. F5). Prepostavljamo, da bi raziskave lahko nadaljevali v vodnih
raztopinah KMnO, ali K;Cr,0O7. Absorpcijski spekter etanola se namre¢ delno nahaja v
obmocju, ki ga z obi¢ajnim spektrofotometrom ne moremo posneti (Milosavljevi¢ 1998),
medtem ko sta absorpcijska spektra obeh kalijevih soli v celoti v obmocju
spektrofotometra, od 200 do 800 nm.

Naslednja metoda, s katero smo preverjali delovno hipotezo, je feromonski test s
Chromobacterium violaceum CV026, pri katerem smo sodelovali dr. Rok Krasovec, Luka
Jan in Nada Verdel. Indikatorske bakterije CVV026 same ne zmorejo sintetizirati acil
homoserin laktonov (AHL), so pa ohranile zmoznost, da kot odgovor na prisotne kratko
verizne (C4 do Cg) AHL sintetizirajo violacein (McClean in sod. 1997). Zato smo jim v
gojis¢e dodali »informacijo« kratko veriznih AHL in opazovali, ali se bodo kolonije
obarvale z vijoli¢nim pigmentom violaceinom. Uporabili smo dva sinteti¢na kratko verizna
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AHL, N-(3-okso-heksanoil)-L-homoserin lakton (OHHL) in N-heksanoil-L-homoserin
lakton (HHL). Ugotovili smo, da »informaciji« OHHL in HHL v bakterijah CV026 nista
sprozili sistema za zaznavanje kvoruma (glej sl. 44 in pregl. 16 za OHHL). Bakterije ob
dodatku »informacije« OHHL oziroma HHL v gojiS¢u namre¢ niso pricele sintetizirati
vijoli¢nega pigmenta violaceina.

Eksperimente s CV026 smo nadaljevali tako, da smo v vsa gojis¢a dodali enako
koncentracijo OHHL oziroma HHL, nato pa primerjali obarvanje kolonij z in brez dodane
»informacije« OHHL oziroma HHL. Spreminjali smo ¢as temperaturnega stresa, nacin
gojenja bakterij, koncentracijo feromona in izhodis¢no raztopino za pripravo obdelav z
mehanogeno in elektrogeno epitaksijo. Prekono¢no kulturo bakterij smo izpostavili
temperaturnemu stresu pri 4 °C od ni¢ do 48 ur, ker smo predvidevali, da bo stres povecal
njihovo obcutljivost na zaznavo »informacije«. Bakterije so namre¢ prilagojene na visje
temperature tropskih in subtropskih predelov (Lichstein in van de Sand 1945). Smrtnost
bakterij po 12 urah temperaturnega stresa je bila priblizno 70 %.

..........

cev v

merjenjem absorpcije pri 585 nm + 6,3 % (glej pregl. 17). Zato smo postopek nekoliko
prilagodili in bakterije gojili na malih plos¢ah (2r = 35 mm), kjer je bila napaka bistveno
manjsa, + 1,5 % (glej pregl. 18) ter v malih epruvetah (glej pregl. 19). Pri gojenju v tekocih

.....

.....

bakterije dodano »informacijo« OHHL morebiti zaznale tako, da so pricele prej in mocneje
sintetizirati violacein. Vendar pa so intervali standardnih napak preveliki. Rezultati, ki smo
jih dobili z gojenjem bakterij na malih plos¢ah in v malih epruvetah kazejo, da bakterije
»informacije« HHL niso zaznale (glej sl. 51).

Tretja metoda, ki smo jo uporabili za preverjanje delovne hipoteze, pa je merjenje
prevodnosti. Raziskovalna skupina pod vodstvom Vittoria Elije je v raztopinah, ki so jih
pripravili z izmeni¢nim redcenjem izhodne spojine in mehanskim tresenjem, opazila
zanimiv fenomen. Raztopine, ki so jih obdelali z mehanogeno epitaksijo in pustili nekaj
Casa stati, so imele v primerjavi s kemijsko gledano enakimi raztopinami presezne
prevodnosti, presezne entalpije meSanja z NaOH, vi§je nevtralizacijske tocke pri titraciji s
HCI oziroma NaOH in spremenjene pH (glej npr. Elia in sod. 2008).

Za namene tega doktorskega dela smo s pomocjo rezultatov meritev na merilniku Marije
Bester-Roga¢ (MBR) sestavili svoj sistem za merjenje prevodnosti, namenjen razredé¢enim
vodnim raztopinam. Sistem za merjenje prevodnosti MBR je bil uspe$no uporabljen v
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raziskavah vodnih (Tomsi¢ in sod. 2002, Bester-Rogac¢ in sod. 2005, Rudan Tasi¢ in sod.
2005, Apelblat in sod. 2006) in ne-vodnih elektrolitskih raztopin (Bester-Roga¢ in sod.
2007). Ta sistem je pokazal zanimive rezultate v povezavi z velikostjo konstante celice in
temperaturno ter frekvencno odvisnostjo prevodnosti razredCenih raztopin natrijevega
hidrogen karbonata (glej sl. 18 do 21). S temi rezultati smo si pomagali pri izbiri
komponent za nakup novega sistema za merjenje prevodnosti.

Da bi preverili delovno hipotezo tega doktorata, smo sestavili ustrezen sistem za merjenje
prevodnosti razred¢enih vodnih raztopin. Poimenovali smo ga BFK, saj je bil skupna
investicija InStituta Bion in FKKT Univerze v Ljubljani. Pri meritvah prevodnosti s
sistemom MBR smo opazili, da so frekvencne in temperaturne odvisnosti prevodnosti v
celicah z vi§jimi konstantami od 22/cm bolj izrazite kot v celicah z niZjo konstanto, vendar
smo zaradi manjSih napak meritev za komponento sistema za merjenje prevodnosti BFK
izbrali merilno celico s konstanto 1,66/cm, ki je glede na podatke v literaturi (Barthel in
sod. 1979) bolj primerna za merjenje prevodnosti razred¢enih vodnih raztopin. Ker so se
frekvencne odvisnosti prevodnosti kazale kot zelo perspektivne, smo izbrali merilnik s
frekvencnim obmocjem do 100 000 Hz. Da bi lahko opazovali temperaturne odvisnosti
prevodnosti, pa smo sistemu dodali Se termostat, ki nam je omogocil relativno natanc¢ne
meritve pri 25 in 5 °C.

Pred preverjanjem delovne hipoteze smo sistemu BFK dolo¢ili natanénost in ugotovili, da
je relativna standardna napaka desetih ponovitev meritev prevodnosti desetih paralelk
enaka 0,7 % (glej pregl. B1). S pomoc¢jo umeritvenih krivulj (prevodnost = funkcija
koncentracije NaHCO3) smo potrdili to¢nost meritev prevodnosti. Naklon umeritvene
krivulje pri 25 °C in 10 000 Hz je namre¢ kljub temu, da smo prevodnost merili v majhnih,
2,5-mL steklenickah, primerljiv z objavljenimi podatki v literaturi (Elia in sod. 2007); glej
enacbi B1 in B3 Priloge B. Ker se iz steklenick, v katerih smo raztopine starali, s ¢asom
izlo¢a predvsem natrijev oksid (glej pregl. B4 in BS Priloge B), smo z ICP-MS to¢no
dolocili koncentracijo natrija v staranih raztopinah. Iz enacb umeritvenih krivulj in ICP-
MS analize za natrij smo nato izracunali teoreticno prevodnost staranih raztopin, ouk
Izmerjene prevodnosti (o) smo delili s teoreticnimi v oloyx in iz koeficientov sklepali,
kaksni so presezki prevodnosti. Na ta nacin smo se izognili primerjavam z negativnimi
vrednostmi, saj so v nekaterih primerih presezki manjsi od ni¢. Poleg tega pa smo s tem
izni¢ili vpliv stranskih elektriénih tokov, ki so vplivali na meritve v kovinski termostatski
kopeli pri 5 °C 10 000 in 100 000 Hz.

Pri merjenju prevodnosti v termostatski kopeli z vodo, ki ima visoko dielektri¢no
konstanto, stranski elektri¢ni tokovi bistveno znizajo rezultate meritev prevodnosti pri 10
000 in 100 000 Hz (glej sl. B1). Ker je voda na zraku zelo nestabilen sistem, smo
destilirani vodi dodali 10 % NaCl in pazili, da je bila sestava termostatske kopeli pri
meritvah prevodnosti svezih in staranih raztopin natrijevega hidrogen karbonata ¢im bolj
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enaka. Frekven¢ne ucinke smo racunali po enacbi 2: Hf = 100 - (o7 — 0120) / 0120. Tako smo
prevodnost pri frekvencah 1000, 10 000 in 100 000 Hz primerjali z »referencno«
prevodnostjo pri 120 Hz. Pri 25 °C smo merili brez termostata, pri 5 °C pa s termostatsko
kopeljo z 10 % NaCl. Frekvenc¢ni ucinki svezih raztopin natrijevega hidrogen karbonata so
zato pri 25 in 5 °C primerljivi samo pri 1000 Hz, medtem ko so a/oyk primerljivi pri vseh
frekvencah. Bistvene faktorje vpliva na merjenje prevodnosti smo pri vseh eksperimentih
primerjali pri 1000 Hz. Ker so koeficineti presezne in izmerjene prevodnosti pri 25 in 5 °C
priblizno enaki, smo sklepali, da so meritve prevodnosti pri 25 °C zanesljive.

Delovno hipotezo doktorata smo najprej preverili z merjenjem prevodnosti svezih raztopin
natrijevega hidrogen karbonata. Ugotovili smo, da se prevodnosti raztopin, obdelanih z
izmeni¢nim red¢enjem in mehanskim tresenjem ter z mocnimi elektriénimi impulzi po
Jermanu in sod. (2005), takoj po obdelavi ne razlikujejo od neobdelane kontrole pri nobeni
od frekvenc 25 in 5 °C (glej sl. B6 in pregl. B9). Zato smo sledili ugotovitvam Elijeve
raziskovalne skupine in obdelane ter neobdelane raztopine natrijevega hidrogen karbonata
starali. Enako kot pri UV-VIS spektroskopiji smo za molekulsko »informacijo« izbrali
vodo in kalijev klorid. Raztopine smo hranili v treh razlicnih volumnih z razli¢nimi
sti¢nimi povrSinami s steklom glede na volumen. Da bi preverili, kako svetloba, tresenje in
agregatno stanje vplivajo na presezek prevodnosti, pa smo raztopine starali na prostem,
izpostavljene svetlobi in morebitnemu tresenju (polozaj PR), v stiroporu, ovite s plasti¢no
termoizolacijsko peno, zakrite pred svetlobo ter zavarovane pred tresljaji (polozaj ST), in
pri -20 °C (polozaj MD).

Iz analize rezultatov merjenja prevodnosti staranih raztopin ne moremo sklepati na
bistvene vplive predhodne obdelave raztopin z mehanogeno (izmeni¢no red¢enje in
mehansko tresenje) in elektrogeno epitaksijo (mocni elektri¢ni impulzi), glej sl. 23, kar je v
nasprotju z interpretacijo Elije in sod. (2008). Glede na rezultate naSega dela pa sklepamo,
da so vzrok za presezne prevodnosti kompleksne lastnosti vode, ki se s ¢asom ob
prisotnosti ionov in izkljucitvenih con ob hidrofilnih povrSinah samoorganizira v vecje
strukture.

5.1.2 Casovno pogojene spremembe v vodi

Z merjenjem prevodnosti in analizo z ICP-MS 310 in 370 dni staranih raztopin smo
pokazali, da so njihove prevodnosti znacilno presezne glede na kemijsko vsebino (glej sl.
27, 35, 36 in 52). Casovno pogojene spremembe v vodi so opazili tudi Lobyshev in
sodelavci (1999), ki so ugotovili, da voda oddaja Sibko luminiscenco v obmocju spektra
bliznje ultravijoli¢ne in vidne svetlobe. Njen eksitacijski spekter je kompleksen in ima dva
maksimuma, pri 260 ter 310 nm. Ustrezna emisijska spektra vsebujeta Siroka trakova pri
360 in 410 nm, ki sta odvisna od precej nenavadnih lastnosti vode. Intenziteta
luminiscence je namre¢ odvisna od casa skladiScenja vode v zaprtih posodah in od dodatka
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sledov luminiscen¢nih ter neluminiscencnih snovi. Po enem tednu skladiS¢enja na temnem
je intenziteta trakov v emisijskih spektrih narasla za 20 %, po dveh do $tirih mesecih pa kar
za 200 %. Nadaljnje skladis¢enje vzorcev pa ni imelo dodatnih spektralnih ucinkov.
Bistveno povecanje koncentracije necisto¢ med skladis¢enjem so izkljucili, saj vzorcem
elektricna prevodnost s Casom ni rasla. Pri tem so uporabili destilirano vodo s 3,6 uS/cm.

Da bi razjasnili morebitno vlogo raztopljenih plinov, so dlje ¢asa skladiS¢ene vzorce vode
razplinili, vendar se spekter razplinjene vode ni razlikoval od kontrolnega vzorca. Da bi
preverili, ¢e je vzrok v spremenjenih lastnostih vode, so vodi dodali minimalno koli¢ino
luminiscen¢nih in neluminiscenénih snovi. V razred¢enih raztopinah mora biti intenziteta
luminiscence linearno odvisna od koncentracije luminiscen¢nih aditivov in neodvisna od
Casa ter dodatek neluminiscenénih aditivov ne sme povecati luminiscence. V vodnih
raztopinah z 1 pmol/L neluminiscencnega dipeptida pa so opazili dvakrat ve¢jo intenziteto
luminiscence v primerjavi s spektrom ciste vode, pri ¢emer se polozaj maksimuma ni
spremenil. Skladis¢enje te raztopine pet dni na temnem je povecalo intenziteto za 140 %,
pri ¢emer je intenziteta narasla bolj kot v spektru ¢iste vode, ki so jo skladis¢ili dva
meseca. Zato so spremembe Vv intenziteti luminiscence razlozili s strukturnim
polimorfizmom vode oziroma njeno sposobnostjo samoorganizacije.

5.1.3 Vzrok za preseZne prevodnosti

Rezultati so pokazali, da so prevodnosti v enaki meri presezne tako pri raztopinah,
obdelanih z izmeni¢nim red¢enjem in mo¢nim mehanskim tresenjem, ter pri raztopinah,
obdelanih z elektri¢nimi impulzi, kot pri neobdelanih kontrolah (glej sl. 23 in 41). Rezultati
so podobni ugotovitvam Holandina in sodelavcev (2008), ki so primerjali ¢asovno
odvisnost elektricne prevodnosti destilirane vode, obdelane z izmenicnim red¢enjem
vinkristinskega sulfata in mehanskim tresenjem, z inertno, neobdelano destilirano vodo.
Ugotovili so, da se elektricna prevodnost obeh s casom enakomerno spreminja. Zakljucili
so, da fizikalno-kemijske lastnosti destilirane vode, predvidoma obdelane v »informacijo«
vinkristinskega sulfata, lahko opiSejo s kemijskimi in difuzivnimi mehanizmi, znacilnimi
za inertno, neobdelano destilirano vodo. Holysz in sodelavci (2007) pa so z meritvami
elektricne prevodnosti in mase izhlapele vode ugotovili nasprotno, da magnetna polja
znacilno vplivajo na elektricno prevodnost elektrolitskih raztopin in koli¢ino izhlapele
vode. Ucinki so odvisni od narave ionov in so proporcionalni z debelino hidratacijskega
ovoja ionov ter termodinamsko funkcijo hidratacije. Nizja, kot je entropija hidratacijskega
ovoja iona, manjs$a je sprememba prevodnosti po izpostavitvi magnetnemu polju. Iz tega
sklepajo, da magnetno polje uredi strukturo vode v hidratacijskem ovoju ionov. U¢inki
elektri¢nih in magnetnih polj bi torej lahko vplivali na elektri¢no prevodnost.

Ugotovili smo, da so prevodnosti pri 1000 Hz raztopin, ki jih obdelamo ob razli¢nih ¢asih
in staramo enako dolgo (310 dni), ponovljive (p = 0,887); glej sl. 22. Medtem ko se
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frekvencni ucinki (H) bistveno razlikujejo (p < 0,001); glej sl. 24. Zato frekvencnih
ucinkov nismo zdruzili v skupno sliko, primerjali pa smo jih po posameznih pripravah —
raztopine z razlicnimi volumni staranja posebej in raztopine z razlicnimi polozaji staranja
posebej. Relativne standardne napake frekven¢nih u¢inkov 28 meritev posamezne priprave
namre¢ niso bile vecje od 4,5 %.

Izmerjene prevodnosti vseh priprav v odvisnosti od vsebnosti natrijevega hidrogen
karbonata pri 25 °C in 1000 Hz smo primerjali v sliki 52. Prevodnosti tock na sliki 52, Ki
se nahajajo nad umeritveno krivuljo (UK), so presezne. Iz enacb trendnih ¢rt, ki povezujejo
tocke razli¢nih volumnov in poloZzajev staranja lahko sklepamo, da so presezne prevodnosti
premo sorazmerne s koncentracijo NaHCOs. Ce zdruzimo modre, rdede in zelene tocke
razli¢nih volumnov staranja na sliki 27 (v sliki 52 oznacene z rdeco) in skoznje nariSemo
premico skozi preseciS¢e na sliki 52, dobimo naslednjo enacbo z R?0,9963:

o =184 - CNnaHco3 (5)

Ce zdruzimo modre, rdeée in zelene tocke razli¢nih poloZajev staranja na sliki 35 (na sliki
52 oznacene z modro), pa skoznje nariSemo premico, ki teCe skozi presecisce slike 52 in
ima naslednjo enacbo z R? 0,9611:

o =220 - CNaHCO3 (6)

Iz enacb 5 in 6 lahko sklepamo, da je izmerjena prevodnost premo sorazmerna
koncentraciji NaHCOg3 v raztopinah. Ve¢ja, kot je koncentracija natrijevega hidrogen
karbonata, vecje SO tako izmerjene kot presezne prevodnosti (glej sl. 52).

VPLIV POLOZAJA IN VOLUMNA STARANJA NA
PREVODNOST PRI 25 °C TER 1000 Hz

120 - (zdruzene obdelave)
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Slika 52: Prevodnost svezih (UK) in staranih raztopin v odvisnosti 0d Cnancos — VSi rezultati pri 25 °C in
1000 Hz. Staranje 310 dni v 2 mL pri razli¢nih polozajih: PR, ST in MD (modro) ter 370 dni v razli¢nih
volumnih: 2 mL, 5 mL in 10 mL (rdece). Prevodnost nad UK je presezna.

Figure 52: Conductivity of fresh (UK) and aged solutions in dependence of cyancos— all results at 25 °C and
1000 Hz. Ageing for 310 days in 2 mL at different positions: PR, ST and MD (blue) and ageing for 370 days
in different volumes: 2, 5 and 10 mL (red). Conductivity above CC is excess.

Rezultati (glej sl. 52 in enacbi 5 ter 6) kazejo, da so izmerjene in presezne prevodnosti
premosorazmerne s koncentracijo v vodi raztopljenih ionov. Kako pa ioni vplivajo na
sposobnost samoorganizacije vode? Ce vodi dodamo ione, se ji povea viskoznost (Jenkins
in Marcus 1995), kar so potrdili Mancinelli in sodelavci (2007) z nevtronsko difrakcijo.
Njihovi rezultati namigujejo na to, da ioni povecajo mo¢ vodikovih vezi med molekulami
vode. Meritve Omte in sodelavcev (2003) z ultra hitro IR &rpalko s sondo pa kazejo
nasprotno, da ioni nimajo nobenega vpliva na rotacijsko dinamiko molekul vode. Torej niti
ne zmanjSajo moc¢i mreze vodikovih vezi niti je ne povecajo. Turton in sodelavci (2008) so
z merjenjem ultra hitrih opticnih Kerr u¢inkov in dielektri¢ne relaksacijske spektroskopije
pojasnili diametralno razli¢ne rezultate rotacijskega in translacijskega gibanja molekul
vode. Rezultati so pokazali, da se elektrolitske raztopine obnasajo kot podhlajena tekocCina,
ki se z vecCanjem koncentracije ionov priblizuje steklastemu prehodu, v katerem so
rotacijska in translacijska gibanja nepovezana. Medtem ko so rotacijska gibanja molekul
neodvisna od koncentracije soli, so translacijska gibanja z ve€anjem koncentracije soli vse
bolj nehomogena. Pri koncentraciji steklastega prehoda je gostota gru¢ tako velika, da se
ustavijo in elektrolitsko raztopino spremenijo v steklo. Ioni torej pove€ajo mo¢ vodikovih
vezi med molekulami vode, pri ¢emer molekule Se vedno prosto rotirajo.

Vybiral in Voracek (2007) sta s staticno metodo torzije in z dvema dinami¢nima metodama
(metoda torzijske oscilacije in metoda malih Zogic, ki padajo v vodo pod pogoji
laminarnega toka) opazila, da voda, ki jo dlje ¢asa pustimo stati, rahlo polimerizira,
oziroma pridobi avtotiksotropne lastnosti. Tega fenomena v deionizirani vodi nista opazila,
zato sta sklepala, da je bistvena prisotnost ionov. Predvidevata, da ioni na neki nacin
povezejo molekule vode v gru¢e makroskopskih razseznosti. Ucinek se je namre¢ V
nasprotju z Lobyshevimi opazovanji povecal v prevreti vodi, iz katere sta iz¢rpala pline, ki
bi v nasprotnem primeru prekinjali mrezo vodikovih vezi. Elektri¢na prevodnost sveze
vode je bila 5,6 uS/cm, po petih tednih pa ji je prevodnost pri 25 °C narasla na 30,5 pS/cm.
Odvisnost avtotiksotropnih lastnosti od prevodnosti nista zaznala.

Vpliv ionov na presezno prevodnost je v nasprotju z delovno hipotezo doktorata
(predpostavili smo, da na presezno prevodnost vpliva obdelava z mehanogeno oziroma
elektrogeno epitaksijo). Kako pa vplivajo razli¢ni poloZaji staranja?
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5.1.4 Vpliv polozaja staranja

ey

izmerjene prevodnosti o, na polozaju PR 41,5 % o, medtem ko na polozaju MD ni
presezkov, oziroma so negativni, -17,4 % o. To pomeni, da je bilo na polozaju ST
preseznih 20,3 uS/cm, na PR 18,0 uS/cm in na MD — 1,9 uS/cm (glej sl. 35 in 52).

Rezultati MD kazejo na to, da se avtotiksotropne lastnosti v zamrznjeni vodi ne morejo
vzpostaviti zaradi premajhne mobilnosti molekul. Molekule vode so v trdnem stanju
organizirane v rigidno strukturo, ki jim ne omogoca dinamic¢nosti. Poleg tega so nizke
temperature staranja MD skoraj povsem prepreéile izluZevanje natrija iz stekla. Medtem ko
se je iz stekleni¢k polozaja MD po tristodesetih dneh izluzilo povpre¢no 0,01 mmol/L
natrija + 1,8 % (RSE), se je iz steklenick polozaja ST vec kot desetkrat ve¢, 0,16 mmol/L +
5,5 %, in polozaja PR 0,14 mmol/L + 3,1 %. loni pa so bistveni faktorji pri nastanku
avtotiksotropnih lastnosti vode (Vybiral in Voracek 2007).

Presezki oziroma o zakritih stekleni¢k na poloZaju ST so po oceni linearnega meSanega
modela (p < 0,05) rahlo, vendar znacilno visji kot presezki svetlobi izpostavljenih
steklenick na polozaju PR; glej sl. 37. a). Pri tem je linearni meS$ani model uposteval
povprecje vseh obdelav, frekvenc in obeh temperatur. Pri polozaju staranja ST Smo
steklenicke zavili v termoizolacijsko peno in pokrili s stiroporom, pri PR pa smo jih
postavili na polico v laboratoriju, kjer so bile izpostavljene svetlobi in obCasnim tresljajem
laboratorijskin naprav. Podoben trend kot o/ouk polozajev staranja kazejo tudi njihovi
frekvenc¢ni ucinki.

Frekvenc¢ni ucinki so na vseh poloZajih staranja po 310 dneh visji kot prvi dan po obdelavi
(glej pregl. E24 in sl. 53). Spremembe so najvecje pri polozaju ST, ki ima najvecje
presezke prevodnosti, sledijo frekvencni ucinki poloZaja PR, ki ima druge najvisje
presezke prevodnosti, minimalne spremembe pa so pri polozaju MD, kjer presezkov
prevodnosti nismo izmerili.
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FREKVENCNI UCINKI POLOZAJEV STARANIJA PRI 25°C
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Slika 53: Vpliv poloZajev staranja na frekvenéne uéinke pri 1000 (polno), 10 000 (¢rtasto) in 100 000 Hz
(pikcasto) 25 °C z intervali SE pri zdruzenih obdelavah. Prevodnost merjena prvi (izhodis¢éni H) in 310. dan
staranja PR, ST in MD; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

Figure 53: Influence of ageing position on frequency effects H at 1000 (filled), 10 000 (striped) and 100 000
Hz (dotted) 25 °C with SE intervals when treatments are united. Conductivity measured the first (starting
point H) and 310" day on PR, ST and MD; N [/] PR: 28, ST: 20, MD: 20.

Drugi bistven faktor vpliva na o/ayk pri 1000 Hz je volumen staranja (glej sl. 52).
5.1.5 Vpliv hidrofilnih povrsin

Presezki prevodnosti pri staranju 370 dni na prostem znasajo v 2 mL raztopinah 43,3 % o,
v5mL 36,2 % o inv 10 mL 26,9 % o. To pomeni, da smo v raztopinah, ki smo jih starali v
2 mL izmerili povprecno 46,0 uS/cm presezne prevodnosti, v 5 mL 18,6 uS/cm, v 10 mL
pa 8,3 uS/cm (glej sl. 27 in 52). Pri tem je bilo za izlo¢anje ionov bistveno razmerje med
sticno hidrofilno povrsino s steklom in volumnom staranja (S/V), ki je najveéje v 2 mL
raztopinah, 4,0/cm, v 5 mL je 2,6/cm, v 10 mL pa 2,1/cm. Iz linearnosti premice (R? =
0,999) na sliki 29 lahko sklepamo, da vecje, kot je razmerje S/V, vecji so presezki
prevodnosti:

o, = 20- SIV - 33 (7)

Razmerje S/V nam pove, kolikSen del raztopine meji na hidrofilno povrsino stekla in se
nahaja v »mejni« oziroma izkljucitveni coni (Zheng in Pollack 2003). Sklepamo, da
hidrofilne povrsine zaradi urejanja vode vplivajo na povecanje prevodnosti. Guckenberger
in sodelavei (1994) so namre¢ ugotovili, da ima tanka plast vode tik ob hidrofilnih
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povrsinah nenavadno visoko prevodnost, kar za pet redov velikosti vi§jo od prevodnosti
veCinske vode. Vzrok za poveCano prevodnost so pripisali protonskemu hip-hop
mehanizmu vzdolz vodnih molekul, urejenih ob hidrofilnih povrsSinah.

Protonski tok je pomemben tudi pri prevodnosti kolagena, ki predstavlja 70 % vezivnega
tkiva in je najbolj razSirjen protein v Zivalskem svetu. Fullerton in Amurao (2006) sta s
pomocjo NMR ugotovila, da je voda v kolagenu strukturirana v verige vzdolz kolagenskih
vlaken in se prilega zavojem trojne vija¢nice. Strukturirana voda ob kolagenu pa podpira
skokovito prevajanje protonov, kar je posredno z dielektri¢énimi meritvami potrdil Sasaki
(1984). Sasaki je namre¢ ugotovil, da je prevodnost kolagena odvisna od koli¢ine
hidratacijske vode. Pri tem se je kolagenu najbolj povecala prevodnost pri 310 K, kar je
normalna temperatura nasega telesa.

Enak trend kot pri preseznih prevodnostih opazimo tudi pri frekven¢nih ucinkih (glej sl. 54

in pregl. D5 z zdruzenimi obdelavami). Frekven¢ni ucinki pri staranju na prostem v 2 mL
so namre¢ znacilno ve¢ji kot v 5 mL in 10 mL.

FREKVENCNI UCINKI VOLUMNA STARANIJA PRI 25 °C
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Slika 54: Vpliv volumna staranja na frekvenéne u¢inke pri 1000 (polno), 10 000 (&rtasto) in 100 000 Hz
(pik¢asto) 25 °C z intervali SE pri zdruzenih obdelavah. Prevodnost merjena prvi (izhodis¢na H) in 370. dan
v2mL,5mLin10 mL; N[/]2mL: 8,5 mL: 10, 10 mL: 10.

Figure 54: Influence of volume upon ageing on frequency effects at 1000 (filled), 10 000 (striped) and 100
000 Hz (dotted) 25 °C with SE intervals when treatments are united. Conductivity measured the first (starting
point H) and 370" day in 2, 5.and 10 mL; N [/] 2 mL: 8, 5 mL: 10, 10 mL: 10.

Razlike med frekven¢nimi ucinki torej lahko pripiSemo staranju v razli¢nih volumnih in
merjenju prevodnosti pri razli¢nih frekvencah (1000, 10 000 in 100 000 Hz).
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Primerjali smo tudi frekven¢ne ucinke svezih in staranih raztopin z enako koncentracijo
NaHCOs in ugotovili, da so vsi frekven¢ni u¢inki staranih raztopin bistveno visji od svezih
z enako koncentracijo NaHCO3;. Korelacije med frekven¢nimi ucinki staranih in svezih
raztopin z enako koncentracijo natrija opisujejo naslednje linearne enacbe premic v sliki 32
z odstopaniji od linearnosti R*:

SIV = 4,0/cm: Hstaran = 1,9 - Hgygz + 6,2; R? = 0,9652 ...(8)
SIV = 2,6/cm: Hstaran = 1,5 - Hgyez + 4,7; R? = 0,9287 ...(9)
SIV = 2,1/cm: Hsaran = 1,3 - Hgyz + 3,2; R = 0,9563 ...(10)

Kaksni pa so presezki prevodnosti glede na temperaturo merjenja prevodnosti?
5.1.6 Vplivtemperature

Koeficienti presezne in izmerjene prevodnosti, 6p/G1g00, staranih raztopin na polozajih PR
in ST imajo pri 1000 Hz podobne vrednosti pri 25 in 5 °C (p = 0,734) (glej sl. 39 in pregl.
E11). Glede na to lahko sklepamo, da so meritve prevodnosti pri 25 °C brez termostatske
kopeli dovolj zanesljive.

5.1.7 Vpliv raztopljenega CO,

Raztopine smo starali z razmerji med volumnom zraka nad raztopino in volumnom
raztopine (Vzrak/Vrazrorina) 0d 0,25 do 9 (glej pregl. B10). Ugotovili smo, da koeficienti
izmerjene in teoretiCne prevodnosti, o/oyk, pri 25 °C in 1000 Hz raztopin, staranih na
polozaju PR, niso odvisni od razmerja med volumnom zraka nad raztopino in volumnom
raztopine (glej sl. 55). Iz tega sklepamo, da absorpcija CO;, ni bistveno vplivala na
nastanek preseznih prevodnosti.



106
Verdel N. Kemijsko — fizikalne lastnosti epitaksi¢no vtisnjenih struktur enostavnih in kompleksnih kemijskih spojin.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Slika 55: Koeficienti o/ayk v odvisnosti od razmerja med volumnom zraka in volumnom raztopine
(Vzrak/VRazTorina) med staranjem 310 oziroma 370 dni na poloZaju PR. Prevodnost merjena pri 25 °C in
1000 Hz z intervali SE; obdelave so zdruZene. Zagetek ordinate je pri 130 %. N [/]: 0,25 mL/mL: 28, 1
mL/mL: 10, 3 mL/mL: 10, 9 mL/mL.: 8.

Figure 55: Coefficients o/oyy according to the ratio between volume of air and solution (Var/VsoLuTion)
during 310 or 370 days of ageing under the condition PR. Conductivity measured at 25 °C and 1000 Hz with
SE intervals (treatments united). Ordinate starts at 130 %. N [/] 0,25 mL/mL: 28, 1 mL/mL.: 10, 3 mL/mL.:
10, 9 mL/mL: 8.

5.1.8 Ali so rezultati uporabni tudi v biologiji?

Predvidevamo, da je avtotiksotropija vode, ki jo nakazujejo presezne prevodnosti staranih
vodnih raztopin, razlog za nastanek Zivljenja. Po Pollacku in sodelavcih (2009) naj bi
Zivljenje namre€ nastalo z zdruZevanjem molekul oziroma koalescenco s pomocjo soncne
energije. Avtotiksotropija vode bi lahko bila tudi razlog za obstoj organizmov, kot so na
primer meduze, ki so sestavljene iz 10 % gradnikov in kar 90 % vode. Na ta nacin voda, Ki
se nahaja med gradniki, ne izteCe iz meduze. Predvidevanja bi vsekakor morali potrditi z
nadaljnjimi eksperimenti (glej 5.1.8), s katerimi bi preverili avtotiksotropijo vode in njeno
morebitno podobnost s pojavom izkljucitvenih con, ki jih je Pollackova raziskovalna
skupina opazila v vodi ob hidrofilnih gelih (Zheng in sod. 2006). V nadaljevanju navajamo
nekaj zanimivih odkritij, ki bi lahko nakazovali uporabnost urejene (avtotiksotropne) vode
v biologiji in zaklju¢imo z ekstrapolacijo nasih rezultatov na razmerje med povrsino in
volumnom v celici.

Leta 2004 se je zgodil preboj pri raziskovanju strukture vode, ko so Naguib in sodelavci
vodo ujeli v karbonske nanocevke. Slike, posnete s TEM in molekulske simulacije kazejo,
da ima voda v nanometrskih prostor¢kih ¢udne lastnosti in povsem novo obnasanje.
Medtem ko se voda v nanocevkah s premerom 100 nm obnaSa kot v kapilarah, pa v
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nanocevkah s premerom 2 do 5 nm ne naredi obicajnega meniskusa na meji z zrakom.
Molekule vode ne interagirajo s steno nanocevke, ampak samo med seboj, zato med tekoco
vodo in steno ostane praznina (glej sl. 56). To odkritje je odprlo za naSo raziskavo
zanimivo vprasanje: kakSne so prevodnosti protonov v tako urejeni vodi? Pri tem moramo
poudariti, da karbonske nanocevke simulirajo razmere v celici.
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Slika 56: Levo: HyperChem simulacija vode v nanocevki s premerom 4,07 nm, ki kaZe urejanje vode v
nanocevki enakega premera kot na sliki TEM. Prevod angl. — slo.: carbon — ogljik, oxygen — kisik, hydrogen
— vodik. Sredina: Pre¢ni prerez kaze sloj vode s povecano gostoto na meji med vodo in steno nanocevke.
Desno: TEM slika — po obdelavi v avtoklavu v nanocevki opazimo ujeto vodo, ki v 4-nm kanalu ne naredi
meniskusa na meji s plinom (Vir: Naguib in sod. 2004).

Figure 56: Left: HyperChem simulation of water in a nanotube with a diameter of 4,07 nm, illustrating how
water is arranged inside the nanotube of the same diameter as in TEM picture. Middle: Cross-sectional
snapshot indicates a high-density layer near the wall but no interaction between water and the nanotube wall.
Right: TEM picture - after autoclave treatment, water is observed in the nanotube channels, but it does not
show a smooth water—gas interface in the 4-nm channel (Source: Naguib et al. 2004).

Ze desetletja znanstveniki predvidevajo, da voda, vezana na povr§ine proteinov in
membran, prevaja elektri¢ni naboj na poseben nacin. Pozitivna elektrika — pozitivni naboj
v obliki protona - gre skozi verigo molekul, povezanih s H-vezmi, brez da bi se proton
dejansko premaknil. Prosti proton se poveze s kisikom prve molekule H,O v verigi, kar
ustvari drugi prosti proton, ki zamenja soseda vse do zadnjega protona na koncu verige
(Agmon 1995, Ho 2008: 256-258 str.). Hip hop mehanizem je hitrej$i od elektrike v
kovinski zici, v kateri se elektroni gibljejo in mnogo hitrejsi od prevajanja ionov v vodi z
difuzijo. Pri tem pa je seveda pogoj, da so molekule vode urejene. Membrane in povrsine
proteinov pa po ugotovitvah Linga (2001) in Pollackove skupine (Zheng in sod. 2006)
uredijo molekule vode v »mikroskopskih« oddaljenostih.

Vzdolz bioloskih membran protone premikajo posebni membranski proteini, ki jih
imenujemo protonske crpalke. Energijo za prehod protonov na visji energijski nivo
protonske ¢rpalke dobijo z oksidacijo hrane ali absorpcijo svetlobe. Pri vra¢anju v nizje
energetsko stanje pa sprosceno energijo encim ATPaza porabi za sintezo ATP. Sintezo
ATP torej vodi protonski gradient med dvema deloma protonske crpalke, ki sta locena z
membrano. Predvidevajo (npr. Saenger 1979, Suzuki in Sota 2005, Seibold in sod. 2005,
Lee in Krauss 2004 idr.), da so bistveni deli protonskih ¢rpalk strukturirane verige molekul
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vode. Saenger (1979) je prvi opazil cikliéne mreze s H-vezmi povezanih molekul vode.
Nekaj piko sekund obstojne vodne molekule, ki se z vodikovimi vezmi povezejo v cikli¢ne
oblike, imajo povecan dipolni moment in delujejo kot protonski prevodni kanali. Suzuki in
Sota (2005) sta z molekulskimi simulacijami dokazala obstoj cikli¢nih obro¢ev molekul
vode, povezanih z vodikovimi vezmi, med vodami hidratacijskega ovoja in hidroksilnimi
skupinami na sladkorju B-ribofuranaza. Seibold in sodelavci (2005) pa so nasli 23 A dolgo
vodno verigo v fotosintetskem centru Rhodobacter sphaeroides. Ce so jo prekinili, so
zmotili delovanje celotnega proteinskega kompleksa.

Podrobneje so preucili protonsko zico membranskega proteina bakteriorodopsina (bR).
Kristalografske studije (Luecke in sod. 1999, Sass in sod. 2000) in simulacije molekulske
dinamike (Baudry in sod. 2001, Grudinin in sod. 2005) so pokazale, da je v notranji votlini
zunajceli¢ne polovice bR ve¢ urejenih verig molekul vode. Proton se pomika od Schiffove
baze, ki se nahaja v celici, do aspartatnega preostanka (Asp85), ki leZi zunaj celice. Pred
vezavo na Asp85 je proton vezan na neznano skupino, za katero Lee in Krauss (2004) v
skladu z ugotovitvami Furutanija in sodelavcev (2005) potrjujeta, da je urejena veriga
molekul vode. Rodopsin namre¢ deluje kot protonska ¢rpalka le, ¢e vsebuje strukturirano
verigo molekul vode. Z dodatkom strukturiranih molekul k mutantu kloridne ¢rpalke
halorodopsina se njegova funkcija iz kloridne spremeni v protonsko ¢rpalko.

Simulacija Hummerja in sodelavcev (2001) je pokazala, da se karbonska nanocevka,
zgrajena iz ene stene z dolzino 1,34 nm in premerom 0,81 nm, v trenutku napolni z
okolisko vodo. V njej je cel ¢as simulacije (66 ns) navzoca veriga petih molekul vode. To
je presenetljivo, saj je karbon hidrofoben. Kaze, da so tako omejene vodne molekule v
povprecju v nizjem energetskem stanju, kot bi bile v ve¢jem prostoru. Zaradi tega je vodi
energetsko bolj ugodno, da vstopi v nanocevko. Vodikove vezi med molekulami vode so v
nanocevki za$¢itene pred spremembami v okolju, zato so bolj stabilne. Le 0,02 % parov
vodnih molekul v nanocevki, ki so v neposredni blizini (medsebojna razdalja 0,35 nm), je
nevezanih, medtem ko je v veCinski vodi ta odstotek znatno visji, 15 %. Vodikove vezi so
v nanocevki mo¢no orientirane; njihova povprecna Zivljenjska doba je 5,6 ps, v vecinski
vodi pa 1 ps. Hojeva (2008: 260 str.) meni, da so ti nanokanali, napolnjeni z vodo, dobri
prevodniki protonov. Ce je na eni strani presezek protonov, bo pozitivna elektrika stekla v
manj kot ps, kar je 40-krat hitreje od prevajanja protonov v veéinski vodi. Zato bi lahko
veriga vodnih molekul v nanocevki simultano prevajala ve¢ protonov hkrati. Hojeva (2008:
260 str.) je prepricana, da taksSni superprevodni protonski kabli obstajajo v zivih
organizmih.

Rezultati doktorske disertacije kazejo na to, da so presezki prevodnosti sorazmerni z
razmerjem med sti¢no hidrofilno povr§ino in volumnom raztopine. Ce bi dimenzije
stekleni¢k (2 mL: 4,0/cm, 5 mL: 2,6/cm in 10 mL: 2,1/cm) ekstrapolirali na razmerja med
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povrsino in volumnom v celici, bi lahko predvidoma sklepali, da so protoni v strukturirani
vodi protonskih ¢rpalk celice dejansko »super« prevodni.

5.1.9 Nadaljnje raziskave avtotiksotropije vode

Pri nadaljnjih raziskavah avtotiksotropije vode bi deionizirano vodo, nasi¢eno z ogljikovim
dioksidom in kisikom ter vodo z razli¢nimi koncentracijami ionov brez raztopljenih plinov
starali v borosilikatnem steklu. Na ta nacin bi preverili, ¢e so ioni in raztopljeni plini
pomembni faktorji vpliva na ¢asovno spreminjanje lastnosti vode. Raztopinam bi dodali
mikrosfere in z metodami, ki jih je Ze uporabila Pollackova raziskovalna skupina (na
primer NMR, IR in UV-VIS spektroskopija) opazovali morebitni nastanek izkljuéitvenih
con. Raztopinam bi merili prevodnost v ve¢jem frekvencnem in temperaturnem obmocju.
Na ta nacin bi lahko zaobjeli lastnosti vode z ve¢ zornih kotov. Stranske elektri¢ne tokove
pri meritvah s termostatsko kopeljo bi zmanjsali z uporabo manj viskoznih termostatskih
olj. Poleg tega pa bi spreminjali razmerja med sti¢no povr$ino s steklom in volumnom ter
tako interpretirali razmere znotraj zivih organizmov.
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5.2 SKLEPI
Iz rezultatov doktorske disertacije povzemamo naslednje sklepe:

1. Sprememb kemijsko-fizikalnih lastnosti vodnih raztopin, ki (predvidoma) nastanejo
zaradi obdelave z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo, z meritvami prevodnosti, UV-
VIS spektroskopijo in feromonskimi testi s Chromobacterium violaceum CV026 nismo
uspeli potrditi. Predhodna obdelava z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo ni imela
bistvenega vpliva ne na UV-VIS spektre v 70 % etanolu ne na prevodnost svezih in
staranih raztopin NaHCO3;. Prav tako sama »informacija« feromona OHHL oziroma
HHL indikatorskim bakterijam CV026 ni bila dovolj za sprozitev sistema za
zaznavanje kvoruma. Medtem ko so razlike v izlo¢anju violaceina med bakterijami, ki
smo jim v gojis¢e dodali izhodni feromon z oziroma brez »informacije« feromona,
so bakterije dodatek »informacije« OHHL v gojis¢u v veéini primerov zaznale tako, da
so pricele prej in mocneje sintetizirati violacein. Medtem ko na malih plos¢ah dodane
»informacije« HHL v vecini poskusov niso zaznale. Za kakr$nekoli sklepe bi morali
optimizirati postopke pri delu z bakterijami.

2. Presezkov prevodnosti glede na kemijsko vsebnost v skladu z rezultati Elije in
sodelavcev (2008) nismo izmerili takoj po obdelavi, temve¢ po tem, ko so raztopine
nekaj Casa stale. To razlagamo s tem, da je voda v tekofem stanju kompleksen
dinamicen sistem, ki ima sposobnost samoorganizacije. S samoorganizacijo v vecje
gruce s ¢asom pridobi avtotiksotropne lastnosti, pri ¢emer imajo bistveno vlogo ioni in
blizina hidrofilnih povrSin. Vecja, kot je bila koncentracija ionov in razmerje med
hidrofilno povrs$ino ter volumnom, vecji so bili presezki prevodnosti.

3. Najvecje presezke prevodnosti smo izmerili v 2 mL raztopinah, staranih 310 dni na
polozaju ST in 370 dni na poloZaju PR ter so znasali 43 % izmerjene prevodnosti. TO

pomeni, da smo v raztopinah, ki smo jih starali na polozaju ST, od 47,6 uS/cm izmerili
preseznih 20,3 uS/cm; po 370 dneh staranja na polozaju PR v 2 mL pa od 106 uS/cm
preseznih 46,0 puS/cm. Tako velikih presezkov prevodnosti ne moremo pojasniti Z
minimalno prisotnostjo drugih ionov, kot so kalij, magnezij in kalcij, saj so njihove
koncentracije ca. desetkrat niZje od natrija, ki smo ga upostevali pri izraCunu teoreticne
prevodnosti.

4. Sklepamo, da absorpcija CO; ni bistveno vplivala na nastanek preseznih prevodnosti,
saj so imele raztopine enakega volumna (2 mL) enaka razmerja med izmerjeno in
teoreti¢no prevodnostjo ne glede na to, da smo jih starali enkrat v 2,5-, drugi¢ pa v 20-

mL steklenickah z 0,5 oziroma 18 mL zraka nad raztopinami.

5. Pri staranju v zamrzovalniku pri -20 °C raztopine po 310 dneh niso imele presezkov
prevodnosti. Predvidevamo da zato, ker voda v trdnem stanju ni dinamicen sistem, saj
so molekule premalo mobilne, da bi se lahko povezale v vecjo in mocnejSo mrezo
vodikovih vezi.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Delovna hipoteza doktorata je bila naslednja: Kemijsko-fizikalne lastnosti vodnih raztopin
se po obdelavi z mehanogeno oziroma elektrogeno epitaksijo spremenijo, kar lahko
opazimo z UV-VIS spektroskopijo in meritvami prevodnosti. »Informacija« feromona acil
homoserin laktona (AHL) deluje na indikatorske bakterije Chromobacterium violaceum
CV026 enako kot izhodni feromon (donor »informacije«). Sev CV026 ima namre¢ okrnjen
sistem za zaznavanje kvoruma v tem, da sam AHL ne sintetizira, vendar pa kot odgovor na
eksogeno dodani AHL pri¢ne sintetizirati vijoliéni pigment violacein (McClean in sod.
1997). Pri mehanogeni epitaksiji z izmeni¢nim redfenjem in dinamizacijo (mehanski
tresljaji, lahko tudi zvok in vrtljaji) predvidoma prenesemo strukturo izhodne snovi v
sprejemno teko¢ino brez snovnega prenosa in kemijskih reakcij. Pri elektrogeni epitaksiji
pa strukturo donorne substance (izhodne snovi) prek elektri¢nih impulzov predvidoma
prenesemo v sprejemno tekoc€ino (Jerman in sod. 2005).

Z nobeno izmed uporabljenih metod, ne z UV-VIS spektroskopijo in feromonskim testom
s CV026 ne z merjenjem prevodnosti, pri pogojih, ki smo jih uporabili, delovne hipoteze
nismo potrdili. UV-VIS spektri »informacij« KCl in Mq se ne razlikujejo bistveno od
spektra neobdelanega topila, 70 % etanola. Pri feromonskih testih smo kot avtoinducenta
uporabili  N-heksanoil-L-homoserin lakton (HHL), ki je naravni avtoinducent
Chromobacterium violaceum (McClean in sod. 1997), in N-(3-okso-heksanoil)-L-
homoserin lakton (OHHL). Indikatorski sev Chromobacterium violaceum CV026 samo
»informacije« OHHL oziroma HHL ni zaznal. Medtem ko so se pozitivne kontrole z
dodanim izhodnim OHHL oziroma HHL obarvale vijoli¢no. Delo smo nadaljevali s
dodali enako koncentracijo izhodnega OHHL oziroma HHL z in brez dodane
winformacije« OHHL oziroma HHL. Pri tem smo dobili nekonsistentne rezultate. Pri
nekaterih eksperimentih so bakterije »informacijo« feromona »zaznale« in hitreje pricele
sintetizirati violacein od kontrolnih kolonij. Medtem ko pri drugih eksperimentih tega
nismo opazili. Tudi s spreminjanjem pogojev, kot so razli¢na obdobja temperaturnega
difuzijsko metodo v jamicah, na malih ploS¢ah (2r = 35 mm) in v malih epruvetah, ter
priprava »informacije« v razli¢nih izhodis¢nih raztopinah, nismo dobili jasnih rezultatov.
Pri tem smo bakterije, ki so prilagojene na temperature tropskih in subtropskih krajev
(Lichstein in Van de Sand 1945), izpostavili nizkim temperaturam zato, ker smo
predpostavili, da bodo na ta nacin postale bolj obcutljive za zaznavo »informacij«.

S tretjo metodo, merjenjem elektricne prevodnosti, smo vodne raztopine natrijevega
hidrogen karbonata testirali v odvisnosti od ¢asa, volumna in polozaja staranja, predhodne
obdelave z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo ter frekvence in temperature merjenja
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prevodnosti. Pri tem smo na enak nacin starali in izmerili prevodnost tudi neobdelanim
kontrolam. Raztopine smo starali 310 dni v 2 mL in 370 dni v 2, 5 ter 10 mL. Pri tem smo
jih 310 dni v 2 mL starali na treh razli¢nih polozajih. Na polozaju PR smo steklenicke
postavili na polico v laboratoriju, s ¢emer smo jih izpostavili svetlobi in nihanjem v
temperaturi. Na polozaju ST so bile ovite v termoizolacijsko peno in zas¢itene pred
svetlobo z decimetrskim slojem stiropora ter ve¢jim nihanjem temperature. Na polozaju
MD pa smo jih starali v zamrzovalniku pri -20 °C.

Pred merjenjem vzorcev smo sistemu za merjenje prevodnosti doloc¢ili natanénost meritev,
ki je bila + 0,7 %. Raztopinam smo izmerili prevodnost pri (100), 120, 1000, 10 000 in 100
000 Hz 25 ter 5 °C. Po konfanem merjenju prevodnosti smo raztopinam analizirali
vsebnost natrija, kalija, magnezija, srebra in kalcija z ICP-MS (induktivno sklopljeno
plazmo z masnim spektrometrom) ter vodikovega peroksida s kemijsko reakcijo s
kalijevim permanganatom. Potrdili smo ugotovitve Elije in sodelavcev (2008), da na
prevodnost bistveno vplivajo samo natrijevi ioni, ki z v vodi raztopljenim ogljikovim
dioksidom reagirajo v natrijev hidrogen karbonat. S pomo¢jo vrednosti za natrij Smo
raztopinam izracunali teoreticne prevodnosti iz enacb umeritvenih krivulj. Umeritvene
krivulje smo pripravili s svezimi (najve¢ 24 ur starimi) raztopinami natrijevega hidrogen
karbonata pri vseh frekvencah merilnika prevodnosti 25 ter 5 °C.

Ugotovili smo, da se prevodnosti svezih raztopin ne razlikujejo glede na obdelavo z
mehanogeno in elektrogeno epitaksijo. Medtem ko smo izmerili presezne prevodnosti
glede na prevodnost kemijsko enakih kontrolnih raztopin v vseh staranih raztopinah razen
tistih, ki smo jih starali pri -20 °C. Pri tem ni bila pomembna predhodna obdelava z
mehanogeno in elektrogeno epitaksijo, kar je v nasprotju s trditvami Vittoria Elije in
sodelavcev (2008). Presezki prevodnosti so se v skladu s trditvami Elije in sodelavcev
(2008) bolj izrazili pri staranju v manjsih volumnih z ve¢jim delezem sti¢ne povrSine s
steklom glede na volumen. Pri staranju 370 dni PR v 2 mL je bilo razmerje med presezno
in izmerjeno prevodnostjo 43 %, v 5 mL 36 % in v 10 mL 27 %. Pri tem je S/V v 2 mL
4,0/cm, v 5 mL 2,6/cm in v 10 mL 2,1/cm. Primerjava rezultatov staranja PR in ST je
pokazala, da so presezki prevodnosti na polozaju ST (43 % izmerjene prevodnosti o) rahlo,
ampak znacilno vi§ji (p = 0,003) kot na polozaju PR (41 % o). Svetloba, kateri so bile
izpostavljene steklenicke pri staranju PR, torej ni bila bistven faktor vpliva na presezno
prevodnost.

Rezultati nakazujejo, da so bistven faktor za opazanje preseznih lastnosti, ioni, blizina
hidrofilnih povrSin in ¢as. Presezne lastnosti smo namre¢ tako Elia in sodelavci kot mi
izmerili Sele, ko so raztopine nekaj Casa stale. To pa je presenetljivo v skladu z
desetletnimi opazovanji Bohumila Vybirala, ki je opazil, da razred¢ene vodne raztopine
soli, ki jih pustimo dlje Casa stati, razvijejo avtotiksotropne lastnosti (Vybiral 2006,
Vybiral in Voracek 2007).
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Voda, ki nekaj casa stoji, torej postane =zaradi samoorganizacije molekul H,O
avtotiksotropna, kar pomeni, da se pricne obnasati kot gel. Ioni so pri tem pomembni zato,
ker povecajo moc¢ vodikovih vezi v vodi (Turton in sod. 2008), hidrofilne povrSine pa zato,
ker ima voda ob hidrofilnih povrSinah po Zhengu in Pollacku (2003) bolj urejeno strukturo
v primerjavi z vecinsko. Pri prevajanju natrijevega hidrogen karbonata v vodi imajo
namre¢ bistveno vlogo protoni, ki se v vodi gibljejo v obliki zundelovih kationov po de
Grotthusovem mehanizmu. Moc¢nejse, kot so vodikove vezi med molekulami vode, hitreje
poteka prenos protonov (Han in sod. 2006). Posledica tega pa je vecja prevodnost.

Voda ima mnogotere vlioge v biokemijskih procesih. Ohranja strukturo makromolekul,
pomaga pri prepoznavanju molekul, aktivira in spreminja dinamiko proteinov ter sestavlja
komunikacijske kanale skozi membrane, ki se lahko odpirajo in zapirajo (Ball 2008). Po
Frauenfelderju in sodelavcih (2009) so gibanja zunanjih plasti proteinov tesno povezana s
spreminjanjem lastnosti ve€inske vode in gibanja notranjih plasti s spreminjanjem lastnosti
njihovih hidratacijskih ovojev. Mnogo lastnosti vode je edinstvenih, zdi pa se povsem
verjetno, da bi nekatere funkcije vode v biologiji lahko prevzelo tudi katerokoli drugo
polarno topilo, ki lahko tvori vodikove vezi (Ball 2008). Pa vendarle si zelo tezko
predstavljamo drugo molekulo, ki bi lahko »obula njene Cevlje«.
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6.2 SUMMARY

According to our working hypothesis physico-chemical properties of aqueous solutions
change due to mechanical or electrical treatment, which can be shown with UV-VIS
spectroscopy and measurements of conductivity and addition of mechanically or
electrically imprinted “information” of pheromone to the growth media of indicator
bacteria Chromobacterium violaceum CV026 triggers their quorum sensing system in the
same way as does the addition of the original pheromone. Indicator bacteria CVV026 is
namely insufficient in synthesizing pheromones by themselves whereas they answer to
their exogenous addition with synthesis of purple pigment violacein (McClean et al. 1997).
With mechanical treatment, the transfer of “information” supposedly occurs via successive
dilutions and dynamizations; during dynamization solutions are treated with vigorous
mixing. For electrical treatment, the transfer of “information” occurs via electrical
impulses (Jerman et al. 2005).

Under the conditions we used, none of the methods, neither UV-VIS spectroscopy and
pheromone tests nor measurements of conductivity, confirmed our working hypothesis.
With UV-VIS spectroscopy no differences between “information” of KCI and Mq and
untreated analogous control, 70 % ethanol, were found. When “information” of
pheromone, N-hexanoil-L-homoserine lactone (HHL), the natural autoinducer of C.
violaceum (McClean et al. 1997), or N-(3-oxo-hexanoil)-L-homoserine lactone (OHHL),
was added to the growth media of bacteria CVV026, no staining of the bacterial lawn
occurred. Whereas when to the growth media of CVV026 original pheromone was added,
OHHL or HHL, the typical purple coloring of bacterial lawn with violacein appeared. This
means that the “information” of OHHL and HHL alone was not able to trigger the quorum
sensing system in CV026. Therefore pheromone tests with equal concentration of OHHL
(or HHL) with or without the “information” of OHHL (or HHL) in the growth media of
CV026 were performed. Bacteria were grown in liquid media, on agar plates with diffusion
method in wells, on small plates and in small tubes and pheromone “information” was
prepared in different solutions. We assumed that “information” sensitivity in bacteria is
increased by exposure to stress conditions. And for C. violaceum, accustomed to tropical
and subtropical temperatures (Lichstein and van de Sand 1945), low temperatures are
stressful. Therefore the duration of temperature stress at 4 °C was modified as well. In this,
inconsistent results were found. Some experiments showed enhanced quorum sensing with
increased synthesis of violacein when to the media with OHHL (or HHL) the
“information” of OHHL (or HHL) was added, while in other experiments no differences
appeared.

The third method we used for testing of our working hypothesis was measuring of the
electrical conductivity. Electrical conductivity of aqueous solutions of sodium hydrogen
carbonate was tested in dependence of time, volume, ageing position, mechanical and
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electrical treatment and frequency and temperature of conductivity measurements. In the
same way as the sample solutions, untreated solutions were aged and measured. Solutions
of 2 mL were aged for 310 days and 2, 5 and 10 mL for 370 days. The solutions of 2 mL
were aged for 310 days under three different conditions. Under condition “PR” vials were
placed on a laboratory shelve, exposed to light and relatively large fluctuations of
laboratory temperature. Under condition “ST” vials were wrapped into thermo-isolation
foam and protected from light and larger temperature oscillations with ten centimeters of
isolation material. Under condition “MD” the vials were frozen to — 20° C.

Before the measurements of samples, the conductivity measurement system was proven to
be + 0.7 % accurate. Solutions were measured at (100), 120, 1000, 10,000 and 100,000 Hz
25 and 5 °C. After the conductivity measurements were completed, solutions were
analyzed for sodium, potassium, magnesium, argentum and calcium with ICP-MS
(inductively coupled plasma mass spectrometry) and hydrogen peroxide was determined
via chemical reaction with potassium permanganate. The chemical impurity that mainly
affects conductivity measurements proved to be Na,O released by glass, which is in
accordance with Elia’s findings (Elia et al. 2008). In contact with water it transforms into
sodium hydroxide (NaOH) and in presence of solvated carbon dioxide (CO,) sodium
hydroxide turns into sodium hydrogen carbonate (NaHCO3). We therefore systematically
determined the sodium concentration of the samples and divided the conductivity readings
(measured conductivity - o) with the contribution of sodium hydrogen carbonate
(theoretical conductivity - oyk). Calibration curves for determining the theoretical
conductivity were prepared from fresh solutions of sodium hydrogen carbonate at all above
mentioned frequencies 25 and 5 °C.

We found that on the first day after treatment the conductivity values of solutions subjected
to mechanical or electrical treatment did not differ from the chemically analogous
untreated solutions. Therefore we aged the treated as well as the untreated solutions and
found no differences in conductivity values between aged mechanically (or electrically)
treated solutions and aged untreated solutions, whereas all aged solutions had significantly
higher conductivity values in comparison to the conductivity of chemically analogous
freshly prepared solutions. However, no excess conductivity was found in frozen samples.
Therefore we propose that insignificant mobility of water molecules in the solid state, at -
20 °C, prevented water molecules from self-organizing. Whereas time-related changes
occur in the structure of liquid water where ions and hydrophilic surfaces seem to play an
important role.

In accordance to Elia’s statements (Elia et al. 2008) excess conductivities of aged solutions
were more pronounced in smaller volumes with higher ratio between glass contact surface
and solution volume, S/V. In 2 mL solutions aged for 370 days the ratios between excess
and measured conductivities were 43 %, in 5 mL 36 % and in 10 mL 27 %. Excess
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conductivities under condition ST (43 % of measured conductivity o) were slightly but
significantly higher (p = 0,003) than under condition PR (41 % o). Daylight, to which vials
under condition PR were exposed, was less effective in raising conductivity in comparison
to thermo isolation of the vials under condition ST.

Similarly to the measurements of Elia and coworkers, excess conductivities were measured
only in solutions left to stand undisturbed for some time, which is surprisingly similar to
the observations of Vybiral and Voracek (2007). They found that when water is left to
stand undisturbed its properties change and become gel-like. They termed this property
autothixotropy of water (weak gel-like behavior developing spontaneously over time) and
attributed the phenomenon to the self-organization abilities of H,O molecules where ions
seem to play an important part.

According to the results, we propose that time, ions and the presence of hydrophilic
surfaces are important for the occurrence of the autothixotropic phenomenon. According to
Turton and coworkers (2008), ions increase the strength of hydrogen bonds between water
molecules and according to Zheng and Pollack (2003), next to hydrophilic surfaces water
is ordered in much larger distances than previously proposed. The autothixotropic
phenomenon plays a major role in proton conducting properties of aged water. Namely, in
water the high mobility of protons (and OH" ions) under a gradient of electrical potential is
explained by the Grotthuss mechanism. For this jumping mechanism, the structuring of
water molecules implies faster proton conductivity (Han et al. 2006).

Water plays a wide variety of roles in biochemical processes. It maintains macromolecular
structure, mediates molecular recognition, activates and modifies protein dynamics and
provides a switchable communication channel across membranes (Ball 2008). Large-scale
protein motions are “slaved” to the fluctuations in the bulk solvent whereas internal protein
motions are “slaved” to the fluctuations of their hydration shells (Frauenfelder et al. 2009).
Many of water properties do seem to depend on the “special” attributes of the H,O
molecule. Although it seems entirely likely that some of water’s functions in biology are
those of generic polar solvent rather than being unique to water itself, it is hard to imagine
any other solvent that could fulfill all of its roles (Ball 2008).
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PRILOGE

PRILOGA A

PRELIMINARNA MERJENJA PREVODNOSTI S SISTEMOM MBR

Preglednica Al: Prevodnost kontrole od 500 do 10 000 Hz pri 25 °C, merjene v treh kapilarnih celicah s

konstantami 3,3, 22,7 in 53,9/cm.

Table Al: Conductivity of control from 500 to 10 000 Hz at 25 °C, measured in three capillary cells with

constants 3,3, 22,7 and 53,9/cm.

£ (H2) prevodnost kontrole pri 25 °C (uS/cm)
K=33/cm K=227/cm  K=539/cm
500 6,3 6,6 6,8
1000 | 6,3 6,8 8,7
1500 6,3 7,2 11,5
2000 6,3 7,8 15,6
2500 6,3 8,5 20,8
3000 | 6,3 9,4 27,1
3472 | 6,3 10,3 34,3
4000 |64 11,6 43,7
4464 6,4 12,9 53,3
5000 6,4 14,5 65,6
5455 6,4 16,1 77,7
6000 | 6,4 18,3 94,5
6522 6,4 20,5 112,8
6944 6,4 22,5 129,1
7500 6,4 25,5 153,0
8000 6,4 28,4 177,6
8571 | 6,5 32,0 207,9
8929 6,5 34,4 229,0
9615 | 6,5 39,6 273,9
10 000 | 6,5 42,9 299,0

Preglednica A2: Opisna statistika prevodnosti EV od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
22,7/cm — AVG, SD, SE, N in RSE.
Table A2: Descriptive statistics of EV conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell constant
22,7/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

; prevodnost EV pri 25 °C prevodnost EV pri 5 °C

AVG | SD SE N RSE AVG @ SD SE N  RSE
Hz pS/cm | pS/cm | pS/em |/ % pS/cm | pS/cm | pS/em |/ | %
500 9,0 0,02 0,01 9 | 0,07 |55 0,02 0,01 510,113
1000 9,2 0,02 0,01 9 | 0,06 58 0,02 0,01 5 |0,15
1500 9,5 0,03 0,01 9 | 0,09 |63 0,02 0,01 510,15
2000 9,9 0,02 0,01 9 008 70 0,02 0,01 51012
2500 10,4 0,03 0,01 9 1009 79 0,02 0,01 51011
3000 11,0 0,03 0,01 9 | 0,08 |89 0,03 0,01 510,113
3472 11,7 0,03 0,01 9 /008 | 101 0,03 0,01 5 1]011

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica A2: Opisna statistika prevodnosti EV od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
22,7/cm — AVG, SD, SE, N in RSE.
Table A2: Descriptive statistics of EV conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell constant
22,7/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

4000 12,6 0,03 0,01 9 1008 | 117 0,03 0,01 51013
4464 13,5 0,03 0,01 9 10,09 | 132 0,04 0,02 51014
5000 14,6 0,03 0,01 9 006 | 153 0,06 0,03 51017
5455 15,7 0,03 0,01 9 006 | 17,3 0,08 0,03 510,20
6000 17,1 0,04 0,01 9 007 | 200 0,09 0,04 510,20
6522 18,6 0,04 0,01 9 10,08 | 228 0,10 0,05 51020
6944 19,9 0,05 0,02 9 10,08 | 254 0,12 0,05 5022
7500 21,8 0,05 0,02 9 0,08 | 29,2 0,16 0,07 5 024
8000 23,7 0,05 0,02 9 007 | 329 0,18 0,08 5 025
8571 26,0 0,11 0,04 9 014 | 37,7 0,21 0,10 5 025
8929 27,5 0,10 0,03 9 1012 410 0,20 0,09 51022
9615 30,7 0,08 0,03 9 10,09 | 479 0,26 0,11 51024
10 000 32,7 0,08 0,03 9 /0,08 | 525 0,38 0,17 5032

Preglednica A3: Opisna statistika prevodnosti EV od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
53,9/cm — AVG, SD, SE, N in RSE.
Table A3: Descriptive statistics of EV conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell constant
53,9/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

. prevodnost EV pri 25 °C prevodnost EV pri 5 °C

AVG | SD SE N | RSE AVG @ SD SE N | RSE
Hz pS/cm | pS/em | pS/em /| % pS/cm | pS/cm | pS/em |/ | %
500 78 0,03 0,01 9 /013 |54 0,03 0,02 510,29
1000 |93 0,03 0,01 9 /012 |80 0,06 0,03 510,33
1500 | 11,8 0,04 0,01 9 /012 | 12.2 0,08 0,04 51031
2000 | 15,3 0,04 0,01 9 | 010 | 17,9 0,14 0,06 510,35
2500 | 19,7 0,08 0,03 9 /0,13 | 25,2 0,16 0,07 510,28
3000 | 25,1 0,10 0,03 9 /013 | 343 0,20 0,09 510,26
3472 | 31,2 0,12 0,04 9 | 0,13 | 44,7 0,24 0,11 51024
4000 | 39,0 0,18 0,06 9 | 0,15 | 58,4 0,40 0,18 51031
4464 | 47,0 0,17 0,06 9 012 | 72,8 0,68 0,30 51042
5000 | 57,4 0,19 0,06 9 /011 | 923 0,84 0,37 510,440
5455 | 67,4 0,14 0,05 9 | 007 | 1115 | 111 0,50 51045
6000 | 80,7 0,15 0,05 9 | 006 | 1381 | 1,71 0,76 51055
6522 | 95,1 0,17 0,06 9 | 0,06 | 167,7 | 2,39 1,07 5 10,64
6944 | 108,0 | 0,18 0,06 9 | 0,06 | 1945 | 3,52 1,58 51081
7500 | 126,8 | 0,18 0,06 9 | 0,05 | 2346 | 4,34 1,94 510,83
8000 | 1455 | 0,58 0,19 9 | 0,13 | 2758 | 5,82 2,60 51094
8571 | 169,6 | 1,62 0,54 9 /0,32 | 3286 | 7,24 3,24 510,99
8929 | 1850 | 0,93 0,31 9 | 0,17 | 364,4 | 8,37 3,74 511,03
9615 | 219,8 | 142 0,47 9 | 0,21 | 440,0 | 12,09 | 541 511,23
10000 | 242,2 | 1,40 0,47 9 | 019 | 4937 | 14,19 | 6,35 51129




Preglednica A4: Opisna statistika prevodnosti EK od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
33,2/cm - AVG, SD, SE, N in RSE.
Table A4: Descriptive statistics of EK conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell constant
33,2/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

. prevodnost EK pri 25 °C prevodnost EK pri 5 °C

AVG | SD SE N | RSE AVG | SD SE N | RSE
Hz pS/cm | pS/cm | pS/em |/ | % pS/cm | pS/cm | pS/em |/ | %
500 7,0 0,05 0,02 9 /022 |44 0,02 0,01 51021
1000 |74 0,03 0,01 9 /011 |51 0,02 0,01 510,13
1500 | 8.1 0,02 0,01 9 |008 |62 0,02 0,01 510,17
2000 | 8,9 0,02 0,01 9 |006 |78 0,03 0,02 510,20
2500 | 10,1 0,02 0,01 9 | 0,06 | 10,2 0,05 0,02 51021
3000 | 11,5 0,03 0,01 9 /0,07 | 134 0,07 0,03 5 10,25
3472 | 13,2 0,04 0,01 9 /011 | 174 0,11 0,05 5 10,27
4000 | 15,5 0,07 0,02 9 /0,14 | 234 0,14 0,06 5 10,26
4464 | 18,0 0,07 0,02 9 |012 | 30,3 0,18 0,08 51027
5000 | 214 0,10 0,03 9 | 0,15 | 40,6 0,26 0,12 510,29
5455 | 24,8 0,17 0,06 9 |0,23 | 51,9 0,25 0,11 51021
6000 | 29,9 0,14 0,05 9 10,15 | 69,0 0,28 0,13 510,18
6522 | 35,6 0,18 0,06 9 10,17 | 90,1 0,29 0,13 51014
6944 | 411 0,26 0,09 9 /021 | 1112 | 0,21 0,10 5 10,09
7500 | 49,6 0,33 0,11 9 | 0,22 | 1449 | 0,70 0,31 51021
8000 | 58,7 0,44 0,15 9 | 0,25 | 1833 | 0,86 0,38 51021
8571 | 711 0,41 0,14 9 /0,19 | 2355 | 1,61 0,72 51031
8929 | 80,0 0,63 0,21 9 | 0,26 | 276,2 | 0,63 0,28 510,10
9615 | 100,3 | 0,85 0,28 9 | 0,28 | 3650 | 4,24 1,89 5 10,52
10000 | 114,12 | 1,49 0,50 9 | 044 | 4340 | 7,52 3,36 510,77

Preglednica A5: Opisna statistika prevodnosti EK od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
6,6/cm — AVG, SD, SE, N in RSE
Table A5: Descriptive statistics of EK conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell constant
6,6/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

¢ prevodnost EK pri 25 °C prevodnost EK pri 5 °C

AVG @ SD SE N | RSE AVG | SD SE N | RSE
Hz pS/cm | pS/em | pS/em /| % pS/cm | pS/em | pS/em |/ | %
500 7,1 0,02 0,01 9 1009 |43 0,02 0,01 510,23
1000 7,1 0,02 0,01 9 1009 |43 0,02 0,01 5 10,24
1500 7,1 0,02 0,01 9 /009 |43 0,02 0,01 510,23
2000 7,2 0,02 0,01 9 /010 (44 0,02 0,01 51021
2500 7,2 0,02 0,01 9 1010 |44 0,02 0,01 510,20
3000 7,2 0,02 0,01 9 /009 |45 0,02 0,01 510,23
3472 7,3 0,02 0,01 9 /010 |45 0,02 0,01 51021
4000 7,3 0,02 0,01 9 /009 |46 0,02 0,01 51021
4464 7,4 0,02 0,01 9 009 |47 0,02 0,01 51021
5000 7,4 0,02 0,01 9 1009 |49 0,02 0,01 510,23
5455 7,5 0,02 0,01 9 /009 |50 0,03 0,01 510,23
6000 7,5 0,02 0,01 9 /008 |51 0,03 0,01 510,23
6522 7,6 0,02 0,01 9 /008 |53 0,03 0,01 510,25

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica A5: Opisna statistika prevodnosti EK od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
6,6/cm — AVG, SD, SE, N in RSE
Table A5: Descriptive statistics of EK conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell constant
6,6/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

6944 7,7 0,02 0,01 9 10,08 |55 0,03 0,01 5 1022
7500 7,8 0,02 0,01 9 10,07 |57 0,03 0,01 5 0,26
8000 7.9 0,02 0,01 9 1007 |59 0,04 0,02 510,27
8571 8,0 0,02 0,01 9 1007 |62 0,04 0,02 510,27
8929 8,1 0,02 0,01 9 1007 64 0,04 0,02 510,27
9615 8,3 0,02 0,01 9 /0,08 |69 0,04 0,02 5 1029
10000 | 8,4 0,02 0,01 9 1007 |71 0,05 0,02 51031

Preglednica A6: Opisna statistika prevodnosti KON od 500 do 10 000 Hz pri 25 in 5 °C v celici s konstanto
3,3/cm — AVG, SD, SE, N in RSE.
Table A6: Descriptive statistics of KON conductivity from 500 to 10 000 Hz at 25 and 5 °C with cell
constant 3,3/cm — AVG, SD, SE, N and RSE.

. prevodnost KON pri 25 °C prevodnost KON pri 5 °C

AVG | SD SE N | RSE | AVG | SD SE N | RSE
Hz pS/cm | pS/cm | pS/em |/ | % pS/cm | pS/cm | pS/em /| %
500 9,9 0,01 0,004 |9 | 0,04 | 5,95 0,03 0,01 510,20
1000 | 9,9 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 595 0,03 0,01 510,19
1500 | 9,9 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 594 0,03 0,01 510,20
2000 |99 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 594 0,03 0,01 51021
2500 |99 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 593 0,03 0,01 51021
3000 |99 0,02 0,006 |9 | 0,06 |591 0,03 0,01 51021
3472 |99 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 590 0,03 0,01 51021
4000 |99 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 588 0,03 0,01 510,22
4464 |98 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 586 0,03 0,01 51021
5000 | 9,8 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 583 0,03 0,01 510,22
5455 | 9,8 0,01 0,005 |9 | 0,05 | 580 0,03 0,01 510,22
6000 |98 0,01 0,005 |9 | 0,05 | 577 0,03 0,01 510,22
6522 |98 0,01 0,005 |9 | 0,05 | 574 0,03 0,01 51023
6944 | 9,7 0,01 0,005 |9 | 0,05 | 572 0,03 0,01 510,23
7500 | 9,7 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 5,68 0,03 0,01 510,22
8000 | 9,7 0,02 0,005 |9 | 0,06 | 5,65 0,03 0,01 510,23
8571 | 9,6 0,01 0,004 |9 | 0,05 | 561 0,03 0,01 51021
8929 | 9,6 0,01 0,005 |9 | 0,05 | 560 0,03 0,01 510,22
9615 | 9,6 0,02 0,005 |9 | 0,05 | 556 0,03 0,01 51021
10000 | 9,5 0,01 0,005 |9 | 0,05 | 554 0,03 0,01 510,25




PRILOGA B
RAZVOJ SISTEMA BFK

1. Natan¢nost meritev prevodnosti

Ponovljivost meritev sistema BFK smo preverili z meritvami desetih paralelk 0,5 mmol/L
NaHCO; z vsakokratnim vstavljanjem in odstranjevanjem merilne celice. Tako smo
ugotovili, kak§no napako naredimo pri vstavljanju merilne celice v steklenicke. Upostevali
smo povprecje desetih meritev vsake paralelke (glej pregl. B1).

Preglednica B1: Ponovljivost prevodnosti 10 paralelk 0,5 mmol/L NaHCOj3, merjene pri 25 °C in petih
frekvencah v 20-mL steklenic¢kah z vsakokratno odstranitvijo in ponovno vstavitvijo merilne celice v
stekleniCke. Opisna statistika prevodnosti z AVG, SD, SE, N in RSE.

Table B1: Repeatability of conductivity of 10 parallels 0,5 mmol/L NaHCO; measured at 25 °C and five
frequencies in 20-mL vials. Before each measurement the cell was removed and inserted back into the vials.
Descriptive statistics of conductivity with AVG, SD, SE, N and RSE.

f (Hz) 100 120 1000 10000 | 100 000
AVG ¢ (uS/em) | 50,2 50,5 50,6 51,2 51,9
SD (uS/cm) 0,79 0,97 0,97 1,03 1,20

N (/) 10 10 10 10 10

SE (uS/cm) 0,25 0,31 0,31 0,33 0,38
RSE (%) 05 0,6 0,6 0,6 07

Najvec¢ja RSE meritev prevodnosti 0,5 mmol/L NaHCO3, merjene pri 25 °C in petih
frekvencah na zraku, je pri vsakokratnem vstavljanju merilne celice, 0,7 %. Pri nadaljnjem
delu bomo upostevali povprecja desetih meritev prevodnosti z dvakrat ve¢jo RSE, 1,5 %.

2. Vpliv ¢ termostatske kopeli na prevodnost pri 10 000 in 100 000 Hz

Opazili smo, da so prevodnosti pri 10 000 in 100 000 Hz odvisne od dielektri¢éne konstante
termostatske kopeli, v katero postavimo steklenic¢ke. Zato smo 0,5 mmol/L NaHCO3 v 20-
mL stekleni¢kah izmerili v treh sistemih merjenja, ki so se med seboj razlikovali v
dielektriénih konstantah termostatske kopeli (glej sl. 17). Za vsak sistem smo imeli tri
paralelke (glej pregl. B2).

Preglednica B2: Prevodnosti treh paralelk 0,5 mmol/L NaHCOs, merjene pri 25 °C v vodni in oljni kopeli
ter brez termostatske kopeli. Opisna statistika z AVG, SD, SE in RSE.
Table B2: Conductivities of three parallels of 0,5 mmol/L NaHCO; measured at 25 °C in water and oil bath
and without thermostat bath. Descriptive statistics with AVG, SD, SE and RSE.

sistem  f (Hz) 100 120 1000 10 000 100 000
AVG o (uS/cm) | 68,6 68,9 70,7 71,0 62,6

Vodna | SD (uS/em) 0,69 0,68 0,66 0,64 0,66

kopel | SE (uS/cm) 0,40 0,39 0,38 0,37 0,38
RSE (%) 06 0,6 05 05 06

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica B2: Prevodnosti treh paralelk 0,5 mmol/L NaHCOs, merjene pri 25 °C v vodni in oljni kopeli
ter brez termostatske kopeli. Opisna statistika z AVG, SD, SE in RSE.
Table B2: Conductivities of three parallels of 0,5 mmol/L NaHCO; measured at 25 °C in water and oil bath
and without thermostat bath. Descriptive statistics with AVG, SD, SE and RSE.

AVG o (uS/cm) | 68,8 69,1 70,9 71,3 71,8
Oljna | SD (uS/cm) 0,21 0,21 0,22 0,23 0,23
kopel | SE (uS/cm) 0,12 0,12 0,13 0,13 0,13
RSE (%) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
AVG ¢ (uS/cm) | 67,9 68,2 70,2 70,7 71,9
brez | SD (uS/cm) 0,93 0,93 0,97 0,98 0,99
kopeli | SE (uS/cm) 0,54 0,54 0,56 0,57 0,57
RSE (%) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

Preglednica B3: Frekven¢ni u¢inki pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz treh paralelk 0,5 mmol/L NaHCO; v
sistemih z razli¢nimi dielektriénimi konstantami termostatske kopeli, vodna in oljna kopel ter brez
termostatske kopeli, pri 25 °C.

Table B3: Frequency effects at 1000, 10 000 and 100 000 Hz of three parallels 0,5 mmol/L NaHCOs in
systems with different dielectric constants, water and oil bath and without thermostat bath, at 25 °C.

& Hioo Hioooo Hiooooo
% % %
vodna kopel |80 | 2,6 |3,0 -9,1
oljna kopel {2,5/2,6 |3,2 3,9
brez kopeli |1 2,9 |37 54

sistem
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Slika B1: Frekvenéni uéinki pri 1000 (polno), 10 000 (¢rtasto) in 100 000 Hz (pik¢asto) 0,5 mmol/L
NaHCOj3, merjeni v sistemih z razliénimi dielektri¢énimi konstantami termostatske kopeli: vodna (¢ = 80) in
oljna kopel (¢ = 2,5) ter brez kopeli (¢ = 1), pri 25 °C.



Figure B1: Frequency effects at 1000 (filled), 10 000 (striped) and 100 000 Hz (dotted) of 0,5 mmol/L
NaHCO; measured in systems with different dielectric constants, water (¢ = 80) and oil bath (¢ = 2,5) and
without bath (¢ = 1), at 25 °C.

Prevodnosti pri 100 000 Hz se med sistemi znacilno razlikujejo (glej sl. B1). V sistemu
brez termostatske kopeli, ko je steklenicka v stiku z zrakom, prevodnost s frekvenco
nara$¢a. Pri 1000 Hz je frekvenéni u¢inek 2,9 %, pri 10 000 Hz 3,7 %, pri 100 000 Hz pa
5,4 % (glej pregl. B3). V sistemu z oljno kopeljo, ko je stekleni¢ka potopljena v ¢aSo z
oljem z & ~ 2,5, je trend rasti prevodnosti s frekvenco manjsi. Frekven¢ni ucinek pri 1000
Hz je 2,6 %, pri 10 000 Hz 3,2 %, pri 100 000 Hz pa 3,9 %. Medtem ko v sistemu z vodno
kopeljo, ko je steklenicka pomoc¢ena v dH,O termostatske kopeli z € = 80, prevodnost pri
1000 Hz raste za 2,6 %, pri 10 000 Hz za 3,0 %, pri 100 000 Hz pa pade za -9,1 %.

3. Vsebnost natrija, kalija, magnezija in kalcija po 310 dneh staranja

Preglednica B4: ICP-MS analiza natrija, kalija, kalcija in magnezija po 310 dneh na treh poloZajih
staranja (PR, ST in MD) — opisna statistika z AVG, SD, N, SE in RSE.
Table B4: ICP-MS analysis of sodium, potassium, calcium and magnesium after 310 days on
different ageing positions (PR, ST and MD) - descriptive statistics with AVG, SD, N, SE and RSE.

opisna statistika PR ST MD
AVG Cnar (MMol/L) | 1,94E-01 | 2,14E-01 | 6,15E-02
SD (mmol/L) 3,15E-02 | 5,23E-02 | 4,89E-03
N (/) 28 20 20

SE (mmol/L) 5,96E-03 | 1,17E-02 | 1,09E-03
RSE (%) 3,1 55 1,8
AVG cy, (mmol/L) | 3,13E-02 | 3,80E-02 | 7,89E-03
SD (mmol/L) 2,23E-03 | 5,51E-03 | 9,05E-04
N (/) 29 21 21

SE (mmol/L) 3,53E-03 | 5,17E-03 | 6,25E-04
RSE (%) 11,32 1366 |7.74
AVG Ccpos (MMoOI/L) | 2,51E-02 | 2,53E-02 | 1,36E-02
SD (mmol/L) 2,74E-03 | 3,27E-03 | 3,34E-03
N (/) 29 21 21

SE (mmol/L) 3,37E-03 | 3,89E-03 | 1,67E-03
RSE (%) 1358 1534  |14,42
AVG Cpygo+ (Mmol/L) | 8,70E-03 | 1,46E-02 | 2,60E-03
SD (mmol/L) 1,09E-03 | 3,64E-03 | 6,47E-05
N (/) 29 21 21

SE (mmol/L) 1,14E-03 | 2,34E-03 | 1,83E-04
RSE (%) 13,08 1596 | 7,08

Ugotovili smo, da imajo starani vzorci bistveno ve¢ natrija kot kalija, kalcija in magnezija,
zato jih nismo upostevali pri raCunanju teoreti¢ne prevodnosti (glej pregl. B4).



4. Dolocitev vodikovega peroksida

Preglednica B5: Koncentracije vodikovega peroksida v 524 dni na prostem staranih obdelav MV, EV in EK
ter v slepih paralelkah (Mq).
Table B5: Concentrations of hydrogen peroxide in 524 days PR aged treatments MV, EV and EK and in
blind parallels (Mq).
opisna statistika Mg MV EV EK

AVG Cppop (mmol/L) | 1,05 1,05 1,05 | 1,05

starost (d) 1 524 | 524 | 524
SD (umol/L) 0,01 /0,00 0,00 0,00
N (/) 3 25 |25 |25

Ugotovili smo, da imajo starani vzorci, obdelani z elektrogeno in mehanogeno epitaksijo,
enako koncentracijo vodikovega peroksida kot Mq (glej pregl. B5), zato ga nismo
upostevali pri raCunanju teoreti¢ne prevodnosti.

5. Umeritvene krivulje prevodnosti NaHCO3

Zvezo med koncentracijo in prevodnostjo dolo¢imo tako, da izmerimo prevodnost
raztopin, katerih sestavo natan¢no poznamo ter iz rezultatov meritev in koncentracij
izdelamo umeritveno krivuljo (UK). V preglednici B6 smo podali prevodnosti dveh
paralelk od 0 do 1 mmol/L NaHCO3 pri 25 °C in 5 °C. V preglednici B7 pa enacbe UK z
odstopanji od linearnosti (R?). Raztopine pri 25 °C smo merili brez, medtem ko smo
raztopine pri 5 °C merili s termostatsko kopeljo. Odstopanja od 25 °C, merjena z vti¢nim
termometrom, so bila =+ 1 °C.

Preglednica B6: a) Prevodnost svezih raztopin NaHCO; pri 25 in 5 °C.
Table B6: a) Conductivities of fresh NaHCO; solutions at 25 and 5 °C.

CnaHcos T N 6100 6120 G100 610000 G 100000
mmol/L | °C |/ |uS/cm pS/em | pS/cm | pS/cm | pS/em
0,00 2512 6,6 6,6 6,6 6,7 7,1
0,05 2512|124 |124 12,5 12,6 12,9
0,10 252|166 |166 16,8 |16,9 |[17,3
0,20 2512|254 |254 257 |259 |[265
0,30 2512 (34,1 |341 (346 |349 |356
0,40 2512|436 43,7 (444 |449 458
0,50 2512 |52,7 |529 539 |54,6 |556
0,60 2512 (62,2 |623 63,7 |64,4 |657
0,80 2512 (810 [813 (831 |84,0 |[857
1,00 25121954 |957 98,0 |989 |101,0

se nadaljuje
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Preglednica B6: a) Prevodnost svezih raztopin NaHCO; pri 25 in 5 °C.
Table B6: a) Conductivities of fresh NaHCO; solutions at 25 and 5 °C.

0,00 5 1241 4,1 4,1 3,6 3,0
0,05 5 12|74 7,4 7,5 7,2 54
0,10 512|104 |104 |105 103 |77
0,20 5 2161 |161 |163 |16,2 |12,7
0,30 5 2217 |218 |221 |221 178
0,40 5 121|276 |276 |280 281 234
0,50 512329 |330 |336 338 291
0,60 5 /2387 |388 |395 [398 353
0,80 5 121496 |49,7 |50,7 512 |471

Preglednica B6: b) Razlike v prevodnosti med dvema paralelkama (A).
Table B6: b) Differences in conductivity between two parallels (A).

CNaHCO3 T N A100 A120 Al 000 A10 000 A100 000

mmol/L | °C |/ |pS/cm pS/cm | pS/cm | pS/cm | pS/cm
0,00 25(2 10,3 0,3 0,5 0,4 0,3
0,05 251|201 0,1 0,1 0,1 0,2
0,10 25(2 (0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
0,20 25|12 (05 0,5 0,5 0,5 0,5
0,30 251|201 0,1 0,1 0,1 0,1
0,40 25(2 (04 0,4 0,4 0,4 0,4
0,50 25|12 (0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,60 2512 12 1,2 1,3 1,3 1,3
0,80 25|12 (18 18 1,8 1,9 1,9
1,00 25(2 (0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
0,00 5 (2101 0,1 0,1 0,1 0,1
0,05 5 12100 0,0 0,0 0,0 0,0
0,10 5 (2101 0,1 0,1 0,1 0,2
0,20 5 12102 0,2 0,2 0,2 0,4
0,30 5 12100 0,0 0,0 0,1 0,0
0,40 5 12105 0,5 0,4 0,4 0,4
0,50 5 12102 0,2 0,2 0,2 0,1
0,60 5 12100 0,0 0,0 0,0 0,0
0,80 512103 0,3 0,3 0,3 0,2
1,00 5 (1100 0,0 0,0 0,0 0,0




Preglednica B7: Ena¢be UK prevodnosti svezih razt. NaHCO; pri 25 in 5 °C z odstopanji od linearnosti R.
Prevodnosti o yk v uS/cm, koncentracije Cnancos V mmol/L.
Table B7: Equations of CC conductivity of fresh NaHCOj; solutions at 25 and 5 °C with deviations from
linearity R?. Conductivities oy in uS/cm, concentrations Cyapcos in mmol/L.

T (°C) | opis 100 Hz 120 Hz 1000 Hz 10 000 Hz 100 000 Hz
enacba Oyk = 89,8 Oyk = 90,1 Oyk = 92,4 Oyk = 93,4 Ouyk = 95,2

25 CNatcos+ 8 Cnatcos+ 8 Cnaticost 7 Cnaticost 7 CNatcost 8
R? 0,9983 0,9983 0,9983 0,9983 0,9983
enacba Oy = 56,6 Oy = 56,7 Oy = 58,1 Oy = 59,0 Oy = 56,0

5 CNaHco3 D CNaHcost 5 CNaHcost 5 CNaHcos™t 4 CNaHcos™t 2
R? 0,9996 0,9996 0,9997 0,9996 0,9973

Mq voda je sluzila za topilo, zato smo jo uporabili za koncentracijo ni¢. Kljub temu, da je
prevodnost Mg, merjena v 2,5-mL steklenicki, priblizno dvakrat visja, kot ¢e ji prevodnost
izmerimo v 20-mL steklenicki, smo jo upostevali pri UK. Zaradi tega so bile izracunane
presezne prevodnosti raztopin nizje za priblizno 5 puS/cm. Elia in sod. (2007) so namre¢
objavili enatbo UK NaHCO3 pri 25 °C ter 2,5 kHz:
o [,uS/cm]Z 93,7 * CnaHCO3 [mmoI/L] +2 ...(B1)
, ki je precej podobna tisti, ki jo dobimo s sistemom BFK in 2,5-mL steklenickah pri 1 kHz
in 25 °C:

o [uS/cm]= 92,4 - CNaHcos [mmol/L] +7 ...(B2)
oziroma pri 10 kHz in 25 °C:
o [,uS/cm]Z 93,4 - CnaHCOo3 [mmoI/L] +7 ...(B3)

Grafi z UK so si pri posameznih frekvencah in temperaturah podobni, zato smo izmed
desetih ponazorili obe UK pri 1000 Hz (glej sl. B2 in B3).
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Slika B2: UK dveh paralelk raztopin NaHCO; pri 25 °C in 1000 Hz.
Figure B2: CC of two parallels of NaHCO; solutions at 25 °C and 1000 Hz.
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Slika B3: UK dveh paralelk raztopin NaHCO; pri 5 °C in 1000 Hz.
Figure B3: CC of two parallels of NaHCOj solutions at 5 °C and 1000 Hz.

Prevodnosti pri 100 000 Hz, merjene pri 25 °C brez termostatske kopeli, rastejo z visanjem
frekvence, medtem ko prevodnosti pri 5 °C, merjene s termostatsko kopeljo, z visanjem
frekvence rastejo do 10 000 Hz, nato pa pri 100 000 Hz zaradi nezelenih stranskih
elektri¢nih tokov vzdolz celi¢nih sten padejo pod vrednosti pri 100 Hz (glej pregl. B4). 100



000 Hz prevodnosti pri 25 in 5 °C torej neposredno ne moremo primerjati. Ker pa smo
pazili, da je bila sestava termostatske kopeli pri meritvah prevodnosti svezih in staranih
raztopin NaHCOj3 ¢im bolj enaka, smo s tem priblizno iznicili vpliv okolice tako, da smo
starane raztopine med seboj primerjali s koeficienti o/oyx. Ker so bile vrednosti
koeficientov presezne in izmerjene prevodnosti staranih raztopin priblizno enake tako pri 5
kot pri 25 °C, smo predpostavili, da so meritve pri 25 °C kljub neuporabi termostata dovolj
natancne.

6. Frekvencni ucinki

S pomocjo rezultatov prevodnosti raztopin, pripravljenih za UK, smo po enacbi 2
izracunali frekvenéne ucinke pri razlicnih koncentracijah NaHCO3 (glej pregl. B8 ter sl. B4
in B5).

Preglednica B8: Frekven¢ni u¢inki pri 2000, 10 000 in 100 000 Hz razt. NaHCO;pri 25 in 5 °C.
Table B8: Frequency effects at 1000, 10 000 and 100 000 Hz of NaHCOs sol. at 25 in 5 °C.

CNaHCO3 T=25°C T=5°C

mmol/L Hio00 (%) ' Hio000 (%0)  Hi00000 (%0) | Hio00 (%6)  Hio 000 (%0) | Hi00 000 (%0)
0,00 0,2 1,3 7,3 0,1 -11,8 -26,2
0,05 0,8 1,6 3,9 0,7 -3,8 -26,8
0,10 0,9 1,7 4,2 0,9 -1,6 -26,3
0,20 1.2 2,0 4,2 1,1 0,4 -21,5
0,30 14 2,3 4,3 14 15 -18,3
0,40 1,7 2,8 4,8 15 1,8 -15,3
0,50 2 3,2 5,2 1,7 2,3 -11,7
0,60 2,2 3,4 54 19 2,6 -8,9
0,80 2,3 3,3 55 2,2 3,0 -5,3
1,00 2,3 34 55 2,2 3,0 -2,3

Pri 25 °C, ko smo prevodnosti merili brez termostatske kopeli, se vrednosti z visanjem
frekvence zvisujejo, kar je v skladu z ugotovitvami Wachterja in Barthela (1979), medtem
ko so pri 5 °C zaradi nezelenih kapacitivnih vplivov termostatske kopeli prevodnosti
raztopin od 0 do 0,1 mmol/L NaHCOg3 pri 10 000 in 100 000 Hz nizje kot pri 100 in 120
Hz. Frekvenéni ucinki pri 1000 Hz so pri obeh temperaturah podobni, zato smo jih med
seboj primerjali pri staranih raztopinah. Pri 25 °C so 2,3 %, pri 5 °C pa 2,2 % (glej pregl.
B8). Frekvenc¢ni u¢inki pri 10 000 in 25 °C se viSajo z veCanjem koncentracije iz 1,3 na 3,4
%, pri 100 000 Hz pa iz 4,0 na 7,3 %. Pri 5 °C pa so frekven¢ni ucinki pri 10 000 Hz in
koncentracijah od ni¢ do 0,1 mmol/L ter frekvenc¢ni ucinki pri 100 000 Hz negativni.
Frekvencni uc¢inki pri 10 000 Hz in koncentracijah > 0,1 mmol/L pa so primerljivi z
meritvami brez termostata pri 25 °C.
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Slika B4: Frekven¢ni uc¢inki pri 1000 (polno), 10 000 (¢értasto) in 100 000 Hz (pikéasto) svezih razt. NaHCO; pri 25 °C.

Figure B4: Frequency effects at 1000 (filled), 10 000 (striped) and 100 000 Hz (dotted) of fresh NaHCO; sol. at 25 °C
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7. Prevodnost sveze obdelanih raztopin
Izhodi$¢no raztopino smo obdelali z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo ter izmerili
prevodnost pri 25 °C brez termostatske kopeli in pri 5 °C v termostatski kopeli z 10 %
NaCl ag. v 20-mL steklenickah.

Preglednica B9: Prevodnosti obdelav KON, MK in EK en dan po obdelavi z mehanogeno oziroma
elektrogeno epitaksijo pri 25 in 5 °C.
Table B9: Conductivities of KON, MK and EK one day after the treatment with mechanogenic or
electrogenic epitaxy at 25 and 5 °C.

obdelava 0100 0120 01000 | 010000 | 0100000
°C  nS/cm pS/cm | pS/cm | puS/cm | pS/cm
KON 25 15,0 5,0 5,0 51 5,0
MK 2515,0 5,0 5,0 5,0 51
EK 25 15,0 5,0 5,0 51 51
KON 5 [31 3,1 3,1 2,3 2,0
MK 5 131 3,1 3,1 2,3 2,1
EK 5 13,2 3,2 3,2 2,4 2,2

PREVODNOST KON. MK IN EK TAKOJ PO OBDELAVI

o/uSicm
L¥'S)

25

5

TEMPERATURAMERIJENIJA [°C]

B KON

= MK
EK

B KON

= MK

Slika B6: Prevodnost obdelav KON (rdeca), MK (zelena) in EK (oranzna) en dan po obdelavi z mehanogeno
oziroma elektrogeno epitaksijo pri 1000 Hz, 25in 5 °C.
Figure B6: Conductivity of treatments KON (red), MK (green) and EK (orange) one day after mehanogenic
and electrogenic epitaxy at 1000 Hz, 25 and 5 °C.

Prevodnosti raztopin, obdelanih z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo, se en dan po
obdelavi ne razlikuje od kontrol ne pri 25 ne pri 5 °C (glej pregl. B9 in sl. B6). Zato smo
sledili ugotovitvam Elijeve raziskovalne skupine in raztopine starali.



8. Vpliv raztopljenega CO,

Vpliv absorpcije CO, na prevodnost staranih raztopin smo preverili tako, da smo primerjali
koeficiente izmerjene in teoreti€ne prevodnosti pri raztopinah, staranih 310 oziroma 370
dni na polozaju PR z razli¢nimi razmerji med volumnom zraka in volumnom raztopine.
Nad 2 mL raztopinah v 2,5-mL steklenickah je 0,5 mL zraka, medtem ko je nad 2 mL
raztopinah v 20-mL stekleni¢kah 18 mL zraka. Pri tem pa so koeficienti vseh staranih 2
mL raztopin priblizno enaki in znasajo okoli 174 % (glej pregl. B10). Poleg tega so o/oyk 5
mL (VZRAK/VRAZTOPINA = 3) in 10 mL raztopin (VZRAK/VRAZTOPINA = 1) nlz_]l od O'/O'UK 2mL
raztopin z bistveno nizjim razmerjem med volumnom zraka in volumnom raztopine
(Vzrak/Vraztorina = 0,25). 1z tega predvidevamo, da absorpcija CO, ni bistveno vplivala
na nastanek preseznih prevodnosti.

Preglednica B10: Vpliv raztopljenega CO; (Vzrak/Vraztorina) Na ook Staranih raztopin. Prevodnost
merjena pri 25 °C in 1000 Hz, obdelave so zdruzene.
Table B10: Influence of dissolved CO, (Var/VsoLution) ON a/ayk of aged solutions. Conductivity measured
at 25 °C and 1000 Hz, treatments are united.

VstekLENICK | VRAZTOPINA Vzrak Vzrak/V RAZTOPINA SIV O'/O'UKlooo

mL mL mL |/ 1/cm | AVG (%) | SE (%) | N (/)
2,5 2 0,5 0,25 39 |1719 2,4 28
20 2 18 9 40 1176,3 0,8 8
20 5 15 3 2,6 |156,7 1,9 10
20 10 10 1 2,1 |136,8 2,2 10




PRILOGA C

PONOVLJVOST STARANJA

Preglednica C1: Ponovljivost staranja — g, H in Cnancoz KON, MV, MK, EV in EK priprave PR1. PR1
starana 310 dni, o merjena pri 25 °C.
Table C1: Repeatability of ageing — o, H and Cnancos 0f KON, MV, MK, EV and EK of preparation PR1.

PR1 aged for 310 days, o measured at 25 °C.

obd N S 0120 01000 010 000 G100 000 CNaHCo3 Hio00 Hio000 | H1o0 000
/ [ |/ pS/cm pS/cm pS/cm pS/cm mmol/L | % % %
1 |353 36,4 37,0 37,9 019 30 48 |72
2 438 44,8 45,4 46,3 011 24 36 |56
KON 15 3 [37,2 38,0 38,5 39,5 0,17 2,1 34 62
4 510 52,3 53,0 54,0 024 26 40 |60
5 593 60,9 617 62,9 026 26 40 |60
6 4672 473 478 48,9 021 |23 35 |59
7 463 473 478 48,8 022 22 33 |55
§ 512 523 52,9 53,9 022 |22 34 53
MV 7 Tg a7 35,4 35,8 36,5 017 |19 |30 |52
10 | 426 43,9 44,6 455 022 31 48 |70
11 |381 393 40,0 40,8 019 32 49 |72
12 |347 35,8 36,4 37,2 019 31 49 |72
13 |383 39,4 40,0 40,9 019 29 45 |68
14 |39.1 40,2 40,9 417 018 29 46 |67
15 | 409 417 42,1 42,9 019 |19 29 |49
MK 17 116 (438 446 45,1 45,9 0,19 19 |29 |48
17 | 420 42,8 432 44,0 018 |19 29 |48
18 | 42,7 435 44,0 44.9 020 20 31 |52
19 |321 32,5 32,8 335 015 |15 24 |44
20 345 35,1 35,5 36,1 016 |18 28 |47
21 | 545 55,7 56,4 57,7 024 23 35 |60
BV 15 22 (375 38,2 38,6 39,6 018 |18 |28 |55
23 1385 39,2 39,6 40,7 018 17 27 |56
24 50,5 51,6 52.1 532 023 |21 32 |53
25 1469 47,9 48.4 493 021 |21 32 |51
26 375 38.1 38,4 39,5 018 |17 26 |55
EK 15 27 [375 38,1 38,6 39,3 0,16 18 |29 |50
28 455 46,5 46,9 478 021 20 31 |49
20 | 47,0 48,0 48,4 49,4 023 20 29 |49

Legenda k preglednici C1:
s... zaporedna Stevilka steklenicke za LMM,
obd...obdelava




Preglednica C2: Ponovljivost staranja — g, H in Cnancoz KON, MV, MK, EV in EK priprave PR2. PR2
starana 310 dni, o merjena pri 25 °C.
Table C2: Repeatability of ageing — o, H and Cnancos 0f KON, MV, MK, EV and EK of preparation PR2.
PR2 aged for 310 days, o measured at 25 °C.

obd. N|s 0120 01000 010 000 G100 000 CNaHCO3 Hiooo | Hioooo | Hioo000
/ [ |l | pS/em pS/cm  pS/cm  pS/em | mmol/L % % %
30 50,2 555  |57,1 584 0,24 85 (114 138
31 426 466 479 493 0,19 74 100 131
KONT5 135 (27,0 303 312 (317 018 63 86 | 10,7
33 483 530 544 556 0,23 78 104 128
34 557 60,7 625 639  |0.25 76 1103 128
35 38,2 424 439 450 0,19 85 11,7 | 144
36 375 415 429 438 0,18 83 (113 137
MV'15 37 4211 467 482 492 021 85 |115 140
38 221 241 | 248 252 0,14 61 |84 106
39 331 36,5 (377 384 0,18 77 104 |128
40 42,4 474 491 504 021 93 (125 154
41 353 392 406 416 017 84 |116 143
42 387 430 445 454 0,19 86 (117 142
MK 17 143 213 232 238 244 014 61 (82 107
44 233 255 263 268 0,14 65 |89 112
45 383 427 442 451 018 89 (120 143
46 437 485 501 517 0,19 87 |117 150
47 315 348 (359 366 017 77 1105 128
48 453 502 519 532 0,25 87 |118 146
BV 1549 (485 538 556 569 0,22 90 (121 147
50 | 45,7 50,6 523 535 0,20 87 |118 143
51 | 46,4 514 529 540 0,21 86 114 |137
52 378 416 429 438 0,19 78 1107 129
53 40,9 452 465 475 0,19 83 (109 132
EK 15154 421 465 480 490 0,20 83 |111 136
55 41,1 452 467 477 0417 80 (109 133
56 | 435 480 495 506 0,20 83 |112 136

Legenda k preglednici C2:
s... zaporedna Stevilka steklenicke za LM M,

Preglednica C3: Ponovljivost prevodnosti pri staranju PR1 in PR2 pri 25 °C in 1000 Hz, ¢e zdruzimo
obdelave. Opisna statistika ¢ PR1 in PR2 1. in 310. dan z AVG, N, SE in RSE.
Table C3: Repeatability of conductivity upon ageing of PR1 and PR2 at 25 °C and 1000 Hz, if treatments are
united. Descriptive statistics of o the 1% and 310" day with AVG, N, SE and RSE.



¢as staranja (d) | opisna statistika | PR1 ‘ PR2
AVG o (uS/cm) 12,5

1 N (/) 56
SE (uS/cm) 0,19
RSE (%) 15
AVG o (uS/cm) |43,3 435

310 N (/) 29 |27
SE (uS/cm) 13 |18
RSE (%) 29 |42

Preglednica C4: Ponovljivost Cyancos pri staranju — opisna statistika Cyapcos 310 dni staranih PR1 in PR2 z

AVG, SD, SE in RSE.

Table C4: Repeatability of cyancos UpON ageing — descriptive statistics of cyancos 0f 310 days aged PR1 and

PR2 with AVG, SD, SE and RSE.

opisna statistika PR1 PR2
AVG Cnanicos (Mmol/L) | 0,19 0,19
SD (mmol/L) 3,12E-02 | 2,94E-02
N (/) 29 27

SE (mmol/L) 5,79E-03 | 5,68E-02
RSE (%) 3,0 2,9

Preglednica C5: Ponovljivost ¢ staranih raztopin pri 1000 Hz. Opisna statistika ¢ obdelav PR1 in PR2 z
AVG, SD, N, SE in RSE ter testi normalnosti porazdelitve Shapiro-Wilk (TNP S-W).
Table C5: Repeatability of o upon ageing at 1000 Hz. Descriptive statistics of PR1 and PR2 treatments ¢
with AVG, SD, N, SE and RSE and tests of normality Shapiro-Wilk (TNP S-W).

obdelava opisna statistika PR1 PR2
AVG o (uS/cm) 46,5 |49,2
SD (uS/cm) 10,2 11,7
N (/) 5 5

KON SE (uS/cm) 458 |524
RSE (%) 9,8 |10,6
TNP S-Won (Sig.) 0,604
AVG ¢ (uS/cm) 43,0 |38,2
SD (uS/cm) 6,42 |8,69

MV N (/) 7 5
SE (uS/cm) 2,43 |3,89
RSE (%) 56 |10,2
TNP S-Wpy (Sig.) 0,579

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica C5: Ponovljivost o staranih raztopin pri 1000 Hz. Opisna statistika o obdelav PR1 in PR2 z
AVG, SD, N, SE in RSE ter testi normalnosti porazdelitve Shapiro-Wilk (TNP S-W).
Table C5: Repeatability of o upon ageing at 1000 Hz. Descriptive statistics of PR1 and PR2 treatments o
with AVG, SD, N, SE and RSE and tests of normality Shapiro-Wilk (TNP S-W).

AVG o (uS/cm) 40,7 |48,5
SD (uS/cm) 4,03 |1,02
N (/) 7 7
MK
SE (uS/cm) 152 3,84
RSE (%) 3,7 (10,0
TNP S-Wyk (Sig.) 0,021
AVG ¢ (uS/cm) 44,0 |48,2
SD (uS/cm) 9,11 |7,62
N (/) 5 5
EV
SE (uS/cm) 4,07 341
RSE (%) 93 |71
TNP S-Wey (Sig.) 0,042
AVG o (uS/cm) 43,7 |45,3
SD (uS/cm) 514 (2,39
N (/) 5 5
EK
SE (uS/cm) 2,30 [1,07
RSE (%) 53 |24
TNP S-We (Sig.) 0,022
TNP S-W glede na pripravi (Sig.) 0,239 | 0,125
statisti¢ni testi | Levenov test glede na obdelave (Sig.) | 0,052
Levenov test glede na pripravi (Sig.) |0,216

Preglednica C6: Primerjava PR1 in PR2 po obdelavah z UA (odvisna spremenljivka: oyqq0, fiksni faktor:
priprava, obdelava) in LMM (subjekt: steklenicka, odvisna spremenljivka: o100, faktor: priprava, obdelava;
polna faktorska analiza).

Table C6: Comparison of PR1 and PR2 upon treatments with UA (dependent variable: o1qq0, fixed factor:
preparation, treatment) in LMM (subject: vial, dependent variable: 1499, factor: preparation, treatment; full
factorial analysis).

statisti¢ni faktorji UA |LMM
interakcija priprava*obdelava (Sig.) | 1,000 | 0,664
priprava (Sig.) 1,000 0,887
obdelava (Sig.) 0,078 0,078




Preglednica C7: Vpliv staranja na frekvenéne u¢inke (H) priprav PR1 in PR2, &e zdruzimo obdelave. Opisna

statistika H 1. in 310. dan z AVG, N in SE.

Table C7: Influence of ageing on frequency effects (H) of preparations PR1 and PR2, if treatments are

united. Descriptive statistics of H the 1% and 310" day with AVG, N and SE.

tas PR1 PR2
staranja | opisna statistika
(d) 1000 Hz | 10 000 Hz | 100 000 Hz | 1000 Hz | 10 000 Hz | 100 000 Hz
AVG H (%) 0,8 1,6 3,9 0,9 1,7 4,2
1 N (/) 29 29 29 27 27 27
SE (%) 0,0 0,0 0,6 0,1 0,1 0,1
AVG H (%) 2,2 3,5 57 8,0 10,8 13,5
310 N (/) 29 29 29 27 27 27
SE (%) 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2

Preglednica C8: Ponovljivost H staranih raztopin. Opisna statistika H 310 dni staranih obdelav PR1 in PR2 z
AVG, SD, N, SE in RSE, TNP S-W, test homogenosti varianc (Levenov test), Mauchlyjev in Greenhouse-
Geisserjev test.
Table C8: Repeatability of H upon ageing — descriptive statistics of H of 310 days aged PR1 and PR2
treatments with AVG, SD, N, SE and RSE, TNP S-W, Levene test of homogeneity of variances, Mauchly's
and Greenhouse-Geisser test.

PR1 PR2
obdelava opisna statistika 1000 | 10 000 100 000 1000 | 10 000 | 100 000
Hz |Hz Hz Hz Hz Hz

AVG H (%) 25 |39 6,2 75 |10,1 |128

SD (%) 03 |06 0,6 08 |10 1,1

N (/) 5 5 5 5 5 5
KON

SE (%) 01 |02 0,3 04 |04 0,5

RSE (%) 57 16,3 4,2 48 |44 39

TNP S-W (Sig.) 0,228 0,488

AVG H (%) 26 |40 6,2 78 10,7 133

SD (%) 05 |0,8 0,9 10 1,3 15

N (/) 7 7 7 5 5 5
MV

SE (%) 02 |03 0,3 05 |0,6 0,7

RSE (%) 78 (8,0 55 59 |56 4,9

TNP S-W (Sig.) 0,090 0,485

AVG H (%) 22 133 5.4 80 |10,9 [138

SD (%) 05 |09 1,0 12 1,7 1,8

N (/) 7 7 7 7 7 7
MK

SE (%) 02 |03 0,4 05 |06 0,7

RSE (%) 95 |9,7 6,9 58 |58 5,0

TNP S-W (Sig.) 0,060 0,252

se nadaljuje



nadaljevanje

Preglednica C8: Ponovljivost H staranih raztopin. Opisna statistika H 310 dni staranih obdelav PR1 in PR2 z
AVG, SD, N, SE in RSE, TNP S-W, test homogenosti varianc (Levenov test), Mauchlyjev in Greenhouse-
Geisserjev test.
Table C8: Repeatability of H upon ageing — descriptive statistics of H of 310 days aged PR1 and PR2
treatments with AVG, SD, N, SE and RSE, TNP S-W, Levene test of homogeneity of variances, Mauchly's

and Greenhouse-Geisser test.

AVG H (%) 1,9 |30 5,4 85 |115 14,2
SD (%) 03 |03 0,5 05 |06 0,8
Ev N (/) 5 5 5 5 5 5
SE (%) 01 |01 0,2 02 (03 0,3
RSE (%) 6,2 |49 3,8 25 |24 2,4
TNP S-W (Sig.) 0,035 0,183
AVG H (%) 1,9 |29 51 8,1 [109 13,5
SD (%) 0,2 |02 0,2 0,2 |02 0,3
EK N (/) 5 5 5 5 5 5
SE (%) 0,1 |01 0,1 01 |01 0,1
RSE (%) 40 |35 2,0 1,2 108 0,9
TNP S-W (Sig.) 0,023 0,028
Levenov test (Sig.) 0,852 0,807
statisti¢ni testi | Mauchly (Sig.) 0,006 < 0,001
Greenhouse-Geisser (Sig.) | 0,735 0,628

Preglednica C9: Podrobnosti analize ponovljivosti frekven¢nih ué¢inkov z modelom MPM in LMM.

Table C9: Detailed analysis of repeatability of frequency effects with MPM and LMM.

prouéevani dejavniki in interakcije | MPM? (Sig.) | LMM (Sig.)
interakcija priprava*obdelava*f 0,029 0,023
interakcija obdelava*f 0,660 0,647
interakcija priprava*f < 0,001 < 0,001
interakcija priprava*obdelava 0,056 0,057
obdelava 0,881 0,879
priprava < 0,001 < 0,001

f < 0,001 < 0,001

Legenda k preglednici C9:

& ...Greenhouse-Geisserjev test




PRILOGA D

VPLIV VOLUMNA STARANJA

Preglednica D1: Vpliv V staranja na o/oyk, op/o pri 1000 Hz, H in Carcos Obdelav EV ter EK. EV in EK 370
dni v 10, 5 in 2 mL 20-mL stekleni¢k, o merjena pri 25 °C v 2,5-mL stekleni¢kah.

Table D1: Influence of ageing V on o/oyx, oplo at 1000 Hz, H and Caicos OF treatments EV and EK. EV and
EK 370 days in 10, 5 and 2 mL of 20-mL vials. & measured at 25 °C in 2,5-mL vials.
s obd. V CNaHCO3 6loykio | 6loukionn | 6/6uk10000 | G/6UK100000 | FplG1000  Hiooo | Hioooo | Hioo 000
/ / mL mmol/L % % % % % % % %
1 0,20 119,4 127,7 129,1 126,4 21,7 47 6,7 10,0
T 0,18 142,2 152,8 154,5 148,9 34,6 49 6,9 8,7
37 EK 0,19 129,7 138,7 140,4 135,4 27,9 45 6,6 8,4
T 0,17 127,4 136,4 137,7 132,1 26,7 42 59 7,5
57 0,20 131,3 140,4 141,9 137,3 28,8 47 6,6 8,6
6 10 0,15 123,0 132,1 133,2 127,7 24,3 41 5,7 7,5
77 0,15 123,6 132,7 133,9 1289 24,6 41 58 8,0
87 EV 0,16 129,5 139,1 140,5 135,8 28,1 45 6,3 8,7
9 | 0,14 1227|1319 133,2 128,1 242 |38 |55 |80
F 0,14 126,9 136,5 137,8 132,6 26,8 41 59 8,2
11 0,28 145,6 156,5 158,9 154,6 36,1 6,3 8,8 10,7
? 0,28 142,8 153,1 155,2 151,0 34,7 6,1 8,4 10,3
E EK 0,33 148,7 160,2 162,6 159,0 37,6 7,0 9,6 11,7
F 0,30 145,8 157,2 159,0 156,5 36,4 6,9 9,1 12,1
E 0,28 155,7 167,7 170,1 164,5 40,4 6,6 9,0 10,2
16 5 0,25 147,0 157,9 160,0 155,7 36,7 59 8,3 10,4
7 0,27 146,5 157,4 159,6 153,8 36,5 6,3 8,7 9,5
ﬁ EV 0,25 145,8 156,4 158,5 154,6 36,1 58 8,1 10,4
E 0,26 146,0 157,1 159,2 156,5 36,3 6,2 8,6 11,7
E 0,30 133,9 143,5 145,5 142,8 30,3 6,3 8,6 11,3
21 0,59 160,2 174,6 178,9 177,4 42,7 9,6 134 16,2
E 0,60 161,2 176,6 180,4 179,0 43,4 10,3 13,7 16,5
E EK 0,58 160,4 175,7 179,4 177,9 43,1 10,2 13,6 16,4
E ) 0,59 162,4 178,0 181,8 180,4 43,8 10,3 13,7 16,6
25 0,59 157,9 172,4 175,9 174,8 42,0 9,8 13,1 16,1
26 0,55 163,7 179,5 183,2 181,5 443 10,1 13,5 16,3
27]3 |EV 0,55 1621 | 177,2 180,7 179,0 436 |98 130 |158
28| 0,57 1611  |176.2 179,8 178,9 432 100 [133 |165

Legenda k preglednici D1:

s ...zaporedna Stevilka steklenicke za LMM.




Preglednica D2: Vpliv V staranja na ¢ pri 25 °C in 1000 Hz, ¢e zdruzimo EV in EK. Opisna statistika
prevodnosti ¢ 2, 5in 10 mL 1. in 370. dan z AVG, N, SE in RSE.
Table D2: Influence of V of ageing on conductivity ¢ at 25 °C and 1000 Hz, if EV and EK are united.
Descriptive statistics of 2, 5 and 10 mL & the 1 and 370" day with AVG, N, SE and RSE.

g::ranja opisna statistika |2 mL | 5 mL | 10 mL
(d)

AVG o (uS/em) |12,5

N (/) 28
! SE (uS/cm) 0,2

RSE (%) 15

AVG ¢ (uS/cm) |106,0 51,5 |30,8
370 N (/) 8 10 10

SE (uS/cm) 10 |12 |[1.2

RSE (%) 1,0 (23 |39

Preglednica D3: Vpliv V na staranje pri 1000 Hz. Povpredja a,/o, Opisna statistika a/oyk 2, 5in 10 mL EV in
EK z AVG, SD, N, SE in RSE ter statisti¢na analiza s TNP S-W, Levenovim testom in primerjava EV ter EK
po volumnih z UA (fiksni faktor: V, obdelava, odvisna spr.: o/oyk) in t-testom.

Table D3: Influence of volume upon ageing at 1000 Hz. Average a,/a, descriptive statistics o/oyx 2, 5 and 10
mL EV and EK with AVG, SD, N, SE and RSE and statistical analysis with TNP S-E, Levene test and
comparison of EV and EK upon volumes with UA (fixed factor: V, treatment, dependent variable: o/oyx) and

t-test.

obdelava | opisna statistika 2mL 5mL | 10 mL
AVG ooy (%) 177,6 | 154,5 | 134,5
SD (%) 1,7 |61 |32
N (/) 3 5 5

EV SE (%) 1,0 |27 1,4
RSE (%) 05 |18 11
AVG oy/a (%) 43,7 35,2 |25,6
TNP S-W (Sig.) 0,074
AVG aloyk (%) 175,5|159,0 | 139,2
SD (%) 21 |55 |91
N (/) 5 5 5

EK SE (%) 09 25 |40
RSE (%) 05 |16 2,9
AVG cy/a (%) 43 37 27,9
TNP S-W (Sig.) 0,219

Levenov test (Sig.) 0,638

t-test obdelava (Sig.) 0,380

A V*obdelava (Sig.) 0,370
obdelava (Sig.) 0,279




Preglednica D4: Vpliv razmerja med sti¢no povrsino s steklom in volumnom, S$/V, na o, pri 1000 Hz, ¢e
zdruzimo obdelavi..
Table D4: Influence of coefficient between glass contact surface and volume, S/V, on g, at 1000 Hz upon
ageing, if treatments are united.

S/V (1/cm) 40 26 21
V (mL) 2 5 10
AVG o, (uS/cm) |45,9 18,6 8,3
SD (uS/cm) 1,4 (22 |20
N (/) 8 |10 10
SE (uS/cm) 05 /07 |06
RSE (%) 1,1 |38 |75

Preglednica D5: Vpliv V staranja na frekvenéne u¢inke H, ¢e zdruzimo obdelavi EV in EK. Opisna statistika
H2,5in10 mL 1. in 370. dan z AVG, N in SE.
Table D5: Influence of V of ageing on frequency effects H, if treatments EV and EK are united. Descriptive
statistics of 2, 5 and 10 mL H the 1% and 370" day with AVG, N and SE.

cas _ o 2 mL 5mL 10 mL
(d) opisna statistika 1000 |10 000 | 100 1000 |10 000 | 100 1000 |10 000 | 100
Hz Hz kHz Hz Hz kHz Hz Hz kHz
AVG H (%) 0,8 1,6 3,9 0,8 1,6 3,9 0,8 1,6 3,9
1 N (/) 8 8 8 10 10 10 10 10 10
SE (%) 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 0,6
AVG H (%) 10,0 |134 |[163 |63 8,7 108 |44 6,2 8,4
370 |N() 8 8 8 10 10 10 10 10 10
SE (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 0,2

Preglednica D6: Vpliv V staranja na frekvenéne u¢inke H pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz. Opisna statistika
H obdelav EV in EK 2, 5in 10 mL z AVG, SD, N, SE in RSE ter TNP S-W.

Table D6: Influence of ageing V on frequency effects H at 1000, 10 000 and 100 000 Hz. Descriptive
statistics of H 2, 5 and 10 mL treatments EV and EK with AVG, SD, N, SE and RSE and TNP S-W.

. _ 2 mL 5mL 10 mL
obd| opisna statistika
1kHz 10kHz [100kHz |1 kHz 10kHz 100kHz|1kHz 10 kHz | 100 kHz
AVG H (%) 9,9 13,3 16,2 6,1 8,4 10,7 4,1 58 8,1
SD (%) 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3 0,9 0,2 0,3 0,4
N (/) 3 3 3 5 5 5 5 5 5
=V SE (%) 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,4 0,1 0,1 0,2
RSE (%) 1,0 0,9 1,3 1,6 14 3,6 2,5 2,1 2,4
TNP S-W (Sig.) |0,014
AVG H (%) 10,0 |135 16,4 6,6 9,0 11,0 4,6 6,6 8,7
SD (%) 0,3 0,3 0,2 0,4 0,4 0,8 0,3 0,4 0,9
N (/) 5 5 5 5 5 5 5 5 5
EK SE (%) 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 0,1 0,2 0,4
RSE (%) 13 0,9 0,6 2,6 2,1 3.4 2,6 2,5 4,6
TNP S-W (Sig.) |0,022




Preglednica D7: Vpliv obdelav EV in EK na frekven¢ne uéinke pri 1000, 10 000 in 100 000 Hz, ¢e
zdruZzimo volumne. Opisna statistika H EV in EK z AVG, N in SE.
Table D7: Influence of treatments EV and EK on frequency effects at 1000, 10 000 and 100 000 Hz, if
volumes are united. Descriptive statistics of EV and EK H with AVG, N and SE.

obdelava | opisna statistika | 1000 Hz | 10 000 Hz | 100 000 Hz
AVG H (%) 6,7 9,2 11,6
EV N (/) 13 13 13
SE (%) 0,08 0,09 0,20
AVG H (%) 7,1 9,7 12,0
EK N (/) 15 15 15
SE (%) 0,07 0,08 0,18

Preglednica D8: Podrobnosti primerjave frekven¢nih uéinkov EV in EK, staranih v 2, 5in 10 mL, z MPM in

LMM.
Table D8: Detailed comparison of EV and EK frequency effects upon ageing in 2, 5 and 10 mL with MPM
and LMM.
proucevani dejavniki in interakcije MPM (Sig.) LMM (Sig.)
interakcija med f, V in obdelavo 0,919 0,678
interakcija med f in obdelavo 0,047° 0,041
interakcija med finV <0,001% < 0,001
interakcija med V in obdelavo 0,516 0,516
obdelava 0,013 0,013
Mauchlyjev test sferi¢nosti <0,001 -
Greenhouse-Geisserjev test 0,543 -
Levenov test (F = 1000 Hz) 0,349 -
Levenov test (F = 10 000 Hz) 0,930 -
Levenov test (F =100 000 Hz) 0,139 -

Legenda k preglednici D8:
8...Greenhouse-Geisserjev test, ker rezultati nesferiéni.

b . multivariantni test MPM.

Opomba k preglednici D8: Frekven¢ni uéinki H EV in EK 10, 5 in 2 mL so nenormalno porazdeljeni. Pri
primerjavi frekvenénih u¢inkov smo zato uporabili MPM in LMM (glej 3.2.3.9).

Preglednica D9: Vpliv V staranja na frekven¢ne ué¢inke Staranih in sveZih raztopin z enakimi
koncentracijami NaHCOs;, ¢e zdruzimo obdelavi EV in EK.
Table D9: Influence of ageing V on frequency effects of aged and fresh solutions with equal concentrations
of NaHCQ;, if treatments are united.

V' sveze H (%) starane H (%)
mL 1000 Hz 10 000 Hz 100 000 Hz 1000 Hz 10 000 Hz 100 000 Hz
10 |12 2,0 4,2 4.4 6,2 8,4

1,4 2,3 4,3 6,3 8,7 10,8

2,2 34 5,4 10 13,4 16,3




PRILOGA E

VPLIV POLOZAJA STARANJA, OBDELAVE, FREKVENCE IN TEMPERATURE

Preglednica E1: Vpliv polozaja staranja in obdelave na o/oy, 6/61000, H IN Cnarcos. Obdelave starane 310
dni na polozajih PR, ST in MD. ¢ merjena pri 25 °C, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz.
Table E1: Influence of ageing position and treatment on o/oyx, op/o1000, H @Nd Cnapicos. Treatments aged for
310 days under conditions PR, ST and MD. ¢ measured at 25 °C, 120, 1000, 10 000 and 100 000 Hz.

N |s obd. pol. | Cnacos 6/0ukizo | 6/6ukiooo | G/6ukioooo | 6/6uKki00000 | OplG1000 | Hiooo | Hioooo | Hiooooo
I mmoll % % % % % % % %
1 0,19 138,6 145,9 1474 143,0 315 3,0 4,8 7,2
2 | 011 1728 1808  |1816 1757 447 |24 36 56
37 5 | KON 0,17 162,2 170,2 1711 166,2 41,2 2,1 34 6,2
T 0,24 174,8 182,2 183,1 178,0 45,1 2,6 4,0 6,0
57 0,26 188,5 196,0 196,8 1917 49,0 2,6 4,0 6,0
6 0,21 173,2 180,8 1815 176,4 44,7 2,3 35 59
77 0,22 168,4 175,3 175,8 170,8 43,0 2,2 3,3 55
87 0,22 183,1 190,5 191,1 185,4 47,5 2,2 34 53
97 oMV 0,17 151,7 158,9 159,5 153,9 37,1 19 3,0 52
? 0,19 149,3 157,5 158,9 154,1 36,5 3,2 49 7,2
E 0,19 140,1 1479 149,3 144.6 32,4 3,1 49 7,2
13 0,19 155,2 163,4 164,7 159,6 38,8 2,9 45 6,8
I 0,18 162,1 171,0 172,4 166,7 415 2,9 4,6 6,7
E 0,19 163,7 170,7 171,0 165,3 414 1,9 2,9 49
E 7 | MK PR 0,19 172,7 180,0 180,3 174,2 44 4 19 2,9 4,8
F 0,18 175,1 182,9 183,2 176,8 45,3 19 2,9 4,8
F 0,20 163,5 170,3 170,8 165,4 41,3 2,0 31 52
E 0,15 149,5 156,5 156,8 150,7 36,1 15 2,4 4.4
20 0,16 153,1 160,2 160,6 154,7 37,6 1,8 2,8 47
; 0,24 1819 188,9 189,5 185,1 47,1 2,3 35 6,0
25 EV 018 |1574 1643 | 1647 160,0 391 |18 |28 |55
Z 0,18 160,1 167,0 167,4 163,0 40,1 1,7 2,7 5,6
Z 0,23 178,3 185,3 185,7 180,4 46,0 2,1 3,2 53
25 0,21 176,8 184,1 184,6 178,8 45,7 2,1 3,2 51
Z 0,18 155,4 162,0 162,2 158,0 38,3 1,7 2,6 55
? 5 EK 0,16 165,6 173,4 1741 167,8 42,3 1,8 2,9 50
g 0,21 172,1 179,2 179,6 173,7 44,2 2,0 31 49
E 0,23 162,6 168,5 168,8 163,9 40,7 2,0 2,9 49

se nadaljuje




nadaljevanje
Preglednica E1: Vpliv polozaja staranja in obdelave na o/oyk, 6p/o1000, H in Cnarcos. Obdelave starane 310
dni na polozajih PR, ST in MD. ¢ merjena pri 25 °C, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz.
Table E1: Influence of ageing position and treatment on o/oyk, op/o1000, H @Nd Cnancos. Treatments aged for
310 days under conditions PR, ST and MD. ¢ measured at 25 °C, 120, 1000, 10 000 and 100 000 Hz.

30 0,25 188,5 196,6 197,6 1921 49,1 2,8 42 6,1
3_1 3 | KON 0,24 179,8 190,1 192,5 187,5 47,4 4,1 6,2 8,6
3_2 0,30 169,8 176,4 1773 172,9 43,3 29 4,3 6,3

33 0,36 186,2 192,9 193,6 190,0 48,2 31 4,4 6,7
? 0,21 1945 202,9 203,6 1975 50,7 2,3 3,5 5,6
g MY 0,18 171,2 179,3 180,1 1738 44,2 2,3 3,4 54
5 0,25 185,0 193,0 193,9 188,5 48,2 2,8 4,1 6,1

37 0,18 134,2 139,7 140,0 135,2 28,4 1,7 2,6 4,6
g 0,14 151,0 158,8 159,3 152,8 37,0 1,7 2,7 4,8
E M 0,25 151,0 157,0 157,7 153,4 36,3 2,6 3,9 59
E ST 0,21 173,6 181,6 182,5 176,5 44,9 2,6 3,9 57

41 0,19 194,1 203,3 204,2 198,8 50,8 2,5 3,7 6,4
E 0,17 129,3 136,4 136,4 133,3 26,7 2,8 3,6 6,9
E 5 |EV 0,15 179,8 189,3 190,1 182,7 47,2 2,0 3,2 52
I 0,19 184,0 194,0 195,6 189,2 48,5 3,0 47 6,8
E 0,21 167,6 175,9 177,3 172,1 431 3,0 4,7 6,8

46 0,19 140,4 1475 148,5 144,0 32,2 2,8 4,3 6,6
F 0,16 148,0 155,9 156,8 1513 359 2,4 3,8 6,0
E e 0,23 173,2 180,9 1819 176,8 44,7 2,8 42 6,3
E 0,21 1775 1853 186,0 180,6 46,0 2,5 3,7 5,8

50 0,07 83,7 90,0 90,5 86,5 -11,1 1,0 2,2 58
5_1 3 | KON 0,06 82,1 88,6 89,0 84,1 -12,9 1,0 19 4.8
3 0,06 77,7 83,8 84,1 79,6 -19,3 1,0 19 4,8

53 0,06 95,3 103,2 103,7 97,5 31 1,2 2,2 47
; 3 | MV 0,06 84,1 90,9 91,2 86,2 -10,0 1,0 1,9 48
E MD | 0,06 93,2 100,5 100,9 95,3 0,5 11 2,0 4,6

56 0,06 81,1 87,5 87,8 82,9 -14,3 0,8 1,6 4,6
? 0,05 72,9 79,1 79,4 74,9 -26,4 0,9 1,8 50
¥ 5 | MK 0,06 77,2 83,5 83,8 79,3 -19,8 100 |19 50
g 0,06 75,7 81,5 81,7 774 -22,7 1,0 1,8 47
E 0,06 76,2 82,2 82,5 78,0 -21,7 1,0 19 4,8

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica E1: Vpliv polozaja staranja in obdelave na o/oyk, op/o1000, H in Cnarcos. Obdelave starane 310
dni na polozajih PR, ST in MD. ¢ merjena pri 25 °C, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz.
Table E1: Influence of ageing position and treatment on o/oyk, op/o1000, H @Nd Cnancos. Treatments aged for
310 days under conditions PR, ST and MD. ¢ measured at 25 °C, 120, 1000, 10 000 and 100 000 Hz.

61 0,07 78,5 84,4 84,7 80,4 -18,5 1,0 1,9 49
6_2 0,07 79,6 85,7 86,0 81,5 -16,7 1,0 19 4,7
g B 0,06 71,4 77,0 77,4 73,2 -29,9 1,0 19 4,9
E 0,06 78,4 84,5 84,8 80,4 -18,3 1,0 1,8 49

65 MD | 0,06 71,0 76,8 77,2 73,2 -30,2 11 2,1 53
E 0,06 79,6 86,0 86,5 82,0 -16,3 1,0 2,2 53
6_7 5 |EK 0,06 75,9 82,0 82,3 77,8 -22,0 1,0 18 4.8
E 0,06 78,8 84,8 85,1 80,6 -17,9 1,0 19 4.8
E 0,07 754 80,7 81,0 78,6 -23,9 0,8 1,7 6,9

Legenda k preglednici E1:
s...zaporedna §tevilka steklenicke za LMM.

Preglednica E2: Vpliv polozaja staranja in obdelave na a/oyk, op/o1000, H i Cnancos Obdelave starane 310
dni PR, ST in MD, merjene pri 5 °C, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz.
Table E2: Influence of ageing position on /oy, op/o1000, H and Cnarcos. Treatments aged for 310 days PR,
ST and MD, measured at 5 °C, 120, 1000, 10 000 and 100 000 Hz.

N |s |obd. pol. | cnancos 6loykizn | 6/6ukion | 6/6uki0000 | 016UK100000 | Fp/G1000 | Hiooo | Hioooo H100 000

[ / mmol/L % % % % % % % %

1 0,19 135,2 135,4 143,2 135,0 26,1 1,8 2,2 -19,7
2— 0,11 179,8 179,1 189,4 189,9 44,2 1,3 1,7 -15,2
3— 5 | KON 0,17 162,1 161,7 172,0 168,6 38,2 1,4 15 -18,5
4— 0,24 174,8 1746 183,2 182,5 42,7 1,7 2,2 -13,6
5— 0,26 181,3 181,1 189,3 192,5 44,8 1,7 2,3 -10,9

6 PR |0,21 165,4 164,7 173,2 1714 39,3 1,3 1,4 -15,9
T 0,22 166,7 166,0 1745 172,3 39,8 1,4 1,6 -15,5
8— 0,22 185,1 184,6 194,3 200,4 458 1,5 2,0 -11,2
9— oMV 0,17 154,8 153,8 163,2 160,7 35,0 0,9 0,8 -18,7
K 0,19 155,5 159,3 169,8 166,4 37,2 42 54 -13,9
T 0,19 140,0 142,8 152,0 147,0 30,0 3,7 4,6 -16,1

se nadaljuje



nadaljevanje

Preglednica E2: Vpliv polozaja staranja in obdelave na a/oyk, op/o1000, H i Cnancos Obdelave starane 310
dni PR, ST in MD, merjene pri 5 °C, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz.
Table E2: Influence of ageing position on /oy, op/o1000, H and Cnapcos. Treatments aged for 310 days PR,

ST and MD, measured at 5 °C, 120, 1000, 10 000 and 100 000 Hz.

12 0,19 1451 148,0 157,9 152,0 324 3,7 4,8 -16,4
E 0,18 157,7 160,7 1717 167,9 37,8 3,6 4,6 -15,5
I 0,19 152,2 151,6 160,0 156,4 34,0 12 13 -17,8
F MK 0,19 156,1 155,4 163,9 161,5 35,6 1,3 14 -16,9
E 0,18 166,3 165,4 1753 178,3 39,5 11 1,3 -15,0
F 0,20 166,0 164,9 173,7 170,9 39,4 11 1,2 -16,7
E 0,15 1415 140,4 1495 1445 28,8 0,8 0,5 -214

19 0,16 151,6 150,7 160,2 156,3 33,6 1,0 1,0 -19,6
X PR |0,24 163,9 163,7 1715 174,0 38,9 17 2,2 -11,7
E EV 0,18 1495 149,2 158,2 152,0 33,0 1,4 1,6 -19,6
5 0,18 156,0 155,8 165,2 160,5 35,8 1,5 18 -18,4
E 0,23 166,7 166,5 174,9 170,8 39,9 17 2,1 -15,7

24 0,21 175,9 175,5 184,9 183,3 43,0 15 1,8 -15,4
Z 0,18 166,0 165,2 1748 170,7 39,5 1,2 1,2 -18,4
E EK 0,16 170,3 169,6 180,5 182,8 41,0 11 13 -16,2
? 0,21 174,5 174,1 183,5 180,0 42,6 15 1,8 -16,3
E 0,23 1851 184,8 193,9 194,2 45,9 1,6 2,1 -13,3

29 0,25 164,9 165,2 172,8 175,9 39,5 2,0 2,5 -10,9
H KON 0,24 190,6 192,9 203,8 210,8 48,2 3,0 43 -8,5
3—1 0,30 176,0 176,2 183,6 195,9 43,2 2,0 2,8 5,1

32 0,36 197,2 197,6 204,9 216,8 49,4 2,2 3,2 -4,3
? 0,21 183,7 183,4 193,3 1954 455 1,6 2,1 -13,3
3—4 M 0,18 176,5 176,0 186,8 192,1 43,2 14 1,8 -13,5
; 0,25 196,3 196,2 205,7 2114 49,0 1,7 2,4 -10,4

36 0,18 153,2 1531 162,4 158,9 34,7 1,6 2,0 -17,5
? ST 0,14 163,9 163,2 174,6 172,3 38,7 11 0,9 -20,1
g MK 0,25 1711 170,8 178,6 179,3 41,5 1,6 2,2 -12,4
; 0,21 1811 180,9 1911 196,8 44,7 1,6 2,2 -11,8

40 0,19 182,4 182,4 193,8 197,7 45,2 1,7 2,5 -13,0
I 0,17 182,5 182,0 193,7 197,8 45,1 1,4 18 -14,5
E EV 0,15 184,7 184,3 1974 199,5 45,7 1,3 1,6 -17,1
E 0,19 176,4 176,1 186,7 188,8 43,2 1,5 2,0 -144
I 0,21 179,2 178,9 188,6 189,5 44,1 1,6 2,1 -13,6

se nadaljuje




nadaljevanje
Preglednica E2: Vpliv polozaja staranja in obdelave na a/oyk, op/o1000, H i Cnancos Obdelave starane 310

dni PR, ST in MD, merjene pri 5 °C, 120, 1000, 10 000 in 100 000 Hz.

Table E2: Influence of ageing position on /oy, op/o1000, H and Cnapcos. Treatments aged for 310 days PR,

ST and MD, measured at 5 °C, 120, 1000, 10 000 and 100 000 Hz.

45 0,19 170,7 170,3 180,3 184,6 41,3 1,4 19 -13,0
E 0,16 156,1 157,9 169,0 168,1 36,7 2,7 34 -16,0
H SOET 0,23 172,8 172,5 181,2 185,0 42,0 16 2,2 -11,5
E 0,21 1853 1851 1951 195,9 46,0 1,7 2,2 -13,7

49 0,07 91,0 90,7 97,3 102,8 -103 |07 -3,4 -26,2
5 KON 0,06 87,0 86,7 92,5 103,1 -153 |06 -4,6 -24,5
H 0,06 82,0 81,7 86,4 92,4 -22,4 |07 -5,2 -27,6

52 0,06 75,8 76,2 80,8 80,7 312 |16 -4,5 -32,6
g MV 0,06 106,9 107,1 1173 130,3 6,6 1,2 -1,7 -22,6
a 0,06 117,2 117,8 1295 136,6 151 1,5 -0,5 -24,8

55 0,06 105,8 105,0 113,6 126,2 4.8 0,2 -39 -24,6
g 0,05 7,7 773 81,6 90,9 -294 |04 -6,6 -27,9
577 MK 0,06 82,0 81,6 86,8 94,3 -225 |05 -5,4 -27,5
g 0,06 84,2 83,6 88,9 94,8 -196 |04 -4,7 -26,9
5 MP 0,06 85,0 84,6 89,5 104,8 -182 |04 -55 -21,3

60 0,07 67,5 67,7 70,5 74,5 47,7 1.2 -5,5 -27,7
H 0,07 86,9 86,4 92,4 96,7 -15,7 |05 -4,1 -21,7
E =V 0,06 73,9 73,7 78,2 81,2 -357 |06 5,1 -30,0
E 0,06 84,0 83,6 88,5 99,1 -196 |0,6 -5,2 -24.1

64 0,06 90,7 90,2 96,7 105,5 -109 |04 -4,4 -25,9
E 0,06 85,5 85,1 91,6 98,2 -175 |05 -3,8 -26,6
g EK 0,06 83,1 82,7 88,2 95,5 -209 |05 -5,0 -27,4
677 0,06 76,1 76,0 80,8 90,3 -316 |10 -4,2 -23,0
g 0,07 74,5 74,6 78,7 85,9 -340 |12 -4,2 -23,7

Legenda k preglednici E2:
s...zaporedna Stevilka steklenicke za LMM.

Preglednica E3: Vpliv polozaja staranja na prevodnost pri 1000 Hz, 25 in 5 °C, ¢e zdruzimo obdelave.

Opisna statistika PR, ST in MD 1. in 310. dan staranja z AVG, N, SE in RSE.

Table E3: Influence of ageing position on conductivity at 1000 Hz, 5 °C and 25 °C, if treatments are united.
Descriptive statistics of positions PR, ST and MD the 1% and 310" day of ageing with AVG, N, SE and RSE.




cas T=25°C T=5°C
staranja | opisna statistika
(d) PR |ST MD|PR ST |MD
AVG 6 (uS/cm) |9,0 7,2
. N (/) 68 68
SE (uS/cm) 0,2 0,0
RSE (%) 15 0,5
AVG ¢ (uS/cm) |43,3|47,6/10,8/26,7/31,0(7,3
310 N (/) 28 |20 (20 |28 |20 |20
SE (uS/cm) 1,3 (26 |02 |08 |15 (02
RSE (%) 30 |54 |19 31 [48 |31

Preglednica E4: Opisna statistika rezultatov o/oyk z vidika polozajev staranja: testi normalnosti in test
homogenosti varianc (zdruzene obdelave, frekvence in temperaturi).
Table E4: Descriptive statistics of o/ayk results from ageing position point of view: normality tests and test
of homogeneity of variances (treatments, frequencies and temperatures united).
opisna statistika |[PR | ST MD
TNP S-W (Sig.) |0,373|<0,001|<0,001

Levene test (Sig.) | < 0,001

Preglednica E5: Opisna statistika rezultatov ¢/oyk z vidika obdelav: testi normalnosti in test homogenosti
varianc (zdruzeni polozaji, frekvence in temperaturi).
Table E5: Descriptive statistics of results of a/oyx from treatment point of view: normality tests and test of
homogeneity of variances (positions, frequencies and temperatures united).
opisna statistika | KON | MV MK EV EK
TNP S-W (Sig.) | < 0,001 |<0,001|<0,001|<0,001|<0,001

Levene test (Sig.) | < 0,001

Preglednica E6: Opisna statistika rezultatov o/oyk z vidika frekvenc: testi normalnosti in test homogenosti
varianc (zdruZeni polozaji, obdelave in T).

Table E6: Descriptive statistics of results of o/oyx from frequency point of view: normality tests and test of
homogeneity of variances (positions, treatments and T united).
opisna statistika | 120 Hz | 1000 Hz | 10 000 Hz | 100 000 Hz

TNP S-W (Sig.) |[<0,001 [<0,001 |<0,001 < 0,001

Levene test (Sig.) | 0,955

Preglednica E7: Opisna statistika rezultatov o/oyk z vidika temperature: testa normalnosti in test
homogenosti varianc (zdruzeni poloZaji, obdelave in frekvence).
Table E7: Descriptive statistics of results of o/oyx from temperature point of view: normality tests and test of
homogeneity of variances (positions, treatments and frequencies united).
opisha statistika | 25°C | 5°C
TNP S-W (Sig.) |<0,001|<0,001

Levene test (Sig.) | 0,215




Preglednica E8: Rezultati statisti¢ne analize vpliva polozaja staranja, obdelave, frekvence in temperature na
O'/O'UK z LMM.
Table E8: Results of statistical analysis of influence of ageing position, treatment, frequency and temperature
on O'/O'UK with LMM.

proucevani dejavniki in interakcije | | Sig.
polozaj 401,067 |<0,001
obdelava 3,448 0,014
interakcija polozaj*obdelava 1,985 0,066

f 842,507 |< 0,001
interakcija polozaj*f 37,183 |< 0,001
interakcija obdelava*f 1,135 0,353
interakcija poloZaj*obdelava* f 1,935 0,023
T 8,573 0,005
interakcija polozaj*T 5,739 0,006
interakcija obdelava*T 1,071 0,380
interakcija f *T 1065,258 | < 0,001
interakcija polozaj*obdelava*T 1,079 0,392
interakcija polozaj*f*T 43,858 |< 0,001
interakcija obdelava*f*T 1,739 0,111
interakcija polozaj*obdelava*f*T 2,482 0,007

Preglednica E9: Vpliv polozaja staranja na o/oyx. AVG?® izradunana z LMM.
Table E9: Influence of ageing condition on o/oyx. AVG? calculated by LMM.

polozaj PR ST MD
AVG? gloy (%) | 168,6 | 180,0 | 88,9
SE (%) 21 |25 |25

Preglednica E10: Vpliv frekvence na o/oyx. AVG? izradunana z LMM.
Table E10: Influence of frequency on o/oyk. AVG? calculated by LMM.
opisna statistika ' 120 Hz | 1000 Hz | 10 000 Hz | 100 000 Hz
AVG? oloyk (%) | 142,2 | 1438 148,3 147,3

SE (%) 1,4 1,4 1,4 1,5

Preglednica E11: Vpliv temperature na o/oyk. AVG?® izraunana z LMM.
Table E11: Influence of temperature on o/oyc. AVG? calculated by LMM.

opisna statistika | 25 °C | 5 °C
AVG? alayk (%) | 144,1 | 147,1
SE (%) 1,7 |15

Preglednica E12: Interakcija frekvenca*temperatura. AVG? o/oy izratunana z LMM.
Table E12: Interaction frequency*temperature. AVG?® of a/ok calculated by LMM.



f (Hz) | opisna statistika 25°C 5°C
a 0,
1000 AVG® 6loyk (%0) | 145,4 | 1422
SE (%) 1,7 14
a 0
10 000 AVG® 6loyk (%0) | 146,0 | 150,5
SE (%) 1,7 15
a 0
100 000 AVG® 6loyk (%0) | 141,0 | 153,6
SE (%) 1,6 18

Preglednica E13: Interakcija polozaj*obdelava*frekvenca*temperatura. AVG® /o izra¢unana z LMM.
Table E13: Interaction condition*treatment*frequency*temperature. AVG?® of /oy calculated by LMM.

. . PR ST MD
obdelava | f (Hz) | opisna statistika 25°C|5°C |25°C|5°C |25°C]|5°C
1000 AVG?6loyk (%) |175,0 | 166,4|187,7 | 178,11 87,5 |86,4
SE (%) 60 |50 |78 |65 |7,8 |65
KON 10 000 AVG®aloyk (%) |176,0 |175,4(189,1 |186,7 87,9 |92,1
SE (%) 60 |53 |78 |69 |78 |69
100 000 AVG®a6loyk (%) |170,9 |173,7|184,2 |194,2 /83,4 | 99,4
SE (%) 59 |64 |76 |83 |76 |83
1000 AVGa 6/6UK (%) | 168,5 | 161,9|192,0 | 188,3|98,2 |100,4
SE (%) 55 |46 |67 |56 |7,8 |65
AVGa o/6UK (%) | 169,3 | 171,2|192,8 | 197,7 98,6 |109,2
MV 10 000
SE (%) 55 |49 |67 |59 |78 |69
100 000 AVGa 6/6UK (%) | 164,2 | 169,7 | 187,4 | 203,9 93,0 |1159
SE (%) 54 |59 |66 |72 |76 |83
1000 AVG?6loyk (%) |170,7 | 155,2|159,3 | 167,0 82,8 |86,4
SE (%) 51 |43 |67 |56 |60 |50
MK 10 000 AVG®aloyk (%) |171,3 |164,6(159,9 |176,7 83,0 |92,1
SE (%) 51 |45 |67 |59 |60 |53
100 000 AVG?e6loyk (Y0) |165,5|161,6|154,5176,8|78,5 |102,2
SE (%) 50 |54 |66 |72 |59 |64
1000 AVG®6loyk (Y0) |173,1|157,2{179,8 |180,7 /82,9 |77,8
SE (%) 60 |50 |60 |50 |67 |56
EV 10 000 AVG®6loyk (Y0) |173,6 |166,0|180,7 192,01 83,2 |82,4
SE (%) 60 |53 |60 |53 |67 |59
100 000 AVG®6loyk (Y0) |168,6 |162,7|175,2 |194,7|78,9 |87,9
SE (%) 59 |64 |59 |64 |66 |72
1000 AVG?oloyk (Y0) |173,4 |173,8|167,4 |171,4(82,1 |81,7
SE (%) 60 |50 |67 |56 |60 |50
EK 10 000 AVG?®oloyk (Y0) |173,9 |183,5(168,3 |181,4(82,4 |87,2
SE (%) 60 |53 |67 |59 |60 |53
100 000 AVG®oloyk (Y0) |168,4 |182,2(163,2 |183,4(78,4 |951
SE (%) 59 |64 |66 |72 |59 |64




Preglednica E14: Vpliv poloZaja staranja na frekvenéne uéinke, ¢e zdruzimo obdelave KON, MV, MK, EV
in EK. Opisna statistika H PR, ST in MD 1. in 370. dan z AVG, N in SE pri 25 °C.
Table E14: Influence of position on frequency effects upon ageing, if treatments KON, MV, MK; EV and
EK are united. Descriptive statistics of PR, ST and MD H the 1% and 370" day with AVG, N and SE at 25
°C.

PR ST MD

opisha statistika
1000 | 10 000 | 100 000 | 1000 10 000 | 100 000 1000 10 000 | 100 000

AVG Hj g4an (%) (08 |1,6 3,9 08 |16 3,9 08 |16 3,9
N (/) 28 28 28 20 20 20 20 20 20
SE (%) 0,0 |0,0 0,6 0,0 |00 0,6 0,0 |0,0 0,6
AVG Haig gan (%) 2,2 3,5 5,7 26 |40 6,1 1,0 |19 5,0
N (/) 28 |28 28 20 |20 20 20 |20 20
SE (%) 01 |01 0,2 01 |02 0,2 00 |00 0,1

Preglednica E15: Vpliv polozaja na H staranih KON, MV, MK, EV in EK. ¢ merjena pri 25 °C. Opisna
statistika H PR, ST in MD z AVG, SD, N, SE in RSE.
Table E15: Influence of position on H upon ageing KON, MV, MK, EV and EK. ¢ measured at 25 °C.
Descriptive statistics of PR, ST and MD H with AVG, SD, N, SE and RSE.

polozaj 25 °C | PR ST MD

f (Hz) 1000 | 10 000 | 100 000 | 1000 | 10 000 | 100 000 | 1000 | 10 000 | 100 000
AVG Hyon (%) [25 3,9 6,2 33 (49 |70 1,0 (20 |51
SD (%) 03 (06 |06 07 |11 1,4 00 |02 |06
N (/) 5 |5 5 3 |3 3 3 |3 3
SE (%) 01 (02 |03 04 (07 |08 00 |01 |03
RSE (%) 57 163 |42 125 (133 11,3 1,7 |56 |68
AVG Hyy (%) [26 140 |62 26 (39 |59 1,1 (20 |47
SD (%) 05 (08 |09 04 |05 |06 01 (02 |01
N (/) 6 6 6 4 |4 4 3 |3 3
SE (%) 02 (03 |03 02 (02 |03 01 |01 |01
RSE (%) 78 80 |55 79 62 |50 50 |46 1,1
AVG Hyk (%) (2,2 133 |54 21 33 |52 09 (18 |48
SD (%) 05 09 1,0 05 (07 |07 01 |01 |02
N (/) 7 7 7 4 |4 4 5 |5 5
SE (%) 02 (03 |04 03 (04 |03 00 (00 |01
RSE (%) 95 |97 6,9 12,0 (10,7 16,2 31 |27 1,6
AVG Hey (%) (1,9 130 |54 27 139 |64 1,0 (1,9 |48
SD (%) 03 (03 |05 04 (07 |07 00 |00 |01
N (/) 5 5 5 5 5 5 4 4 4
SE (%) 01 (01 |02 02 (03 |03 00 |00 |00
RSE (%) 62 (49 |38 70 |76 |49 14 (0,7 108

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica E15: Vpliv poloZaja na H staranih KON, MV, MK, EV in EK. ¢ merjena pri 25 °C. Opisna
statistika H PR, ST in MD z AVG, SD, N, SE in RSE.
Table E15: Influence of position on H upon ageing KON, MV, MK, EV and EK. ¢ measured at 25 °C.
Descriptive statistics of PR, ST and MD H with AVG, SD, N, SE and RSE.

AVG He (%) [1,9 129 51 26 (40 |62 10 (20 |54
SD (%) 02 02 |02 02 03 |03 01 02 |09
N (/) 5 |5 5 4 |4 4 5 |5 5

SE (%) 01 (01 |01 01 (01 |02 0l 01 |04
RSE (%) 40 35 (20 39 (37 |26 52 47 |72

Preglednica E16: Vpliv polozaja na H staranih KON, MV, MK, EV in EK. Prevodnost merjena pri 5 °C.
Opisna statistika H PR, ST in MD z AVG, SD, N, SE in RSE.
Table E16: Influence of position on H upon ageing KON, MV, MK, EV and EK. Conductivity measured at 5
°C. Descriptive statistics of PR, ST and MD H with AVG, SD, N, SE and RSE.

polozaj 5 °C PR ST MD

f (H2) 1000 | 10 000 (1)83 1000 | 10000 | 100 000 | 1000 | 10 000 égg
AVG Heon (%) |16 |20 |-156 |23 (32 82 |07 |-44 |-261
SD (%) 02 |04 36 |06 |10 29 |01 09 |16

N (/) 5 |5 5 3 3 |3 3 |3 3
SE (%) 01 |02 |16 |03 |05 17 |00 |05 |09
RSE (%) 62 82 |-103 |143 173 | -206 |43 |-12.2 |-35
AVG Hyy (%) |27 134 161 |17 |23 1104 |14 |22 |-26.7
SD (%) 20 |26 (32 |04 |06 |43 02 20 |52
N (/) 6 |6 6 4 4 |a 3 |3 3
SE (%) 07 |10 |12 |02 |03 |22 01 12 30
RSE (%) 274 1291 |75 |106 127 |-208 |71 |-52,9 |-11,3
AVG Hye (%) |18 |22 471 |15 |18 |-155 |04 |52 |-256
SD (%) 13 |18 |21 |03 06 |40 01 |10 |27
N (/) 7 |7 7 s |4 |a 5 |5 5
SE (%) 05 07 |08 |01 03 |20 00 05 |12
RSE (%) 262 312 |-47 |94 173 |-130 |104 |-86 |-47
AVG Hey (%) |15 |17 |-170 |15 |20 |-145 |07 |-50 |-27.4
SD (%) 03 05 (33 |01 |03 |15 03 06 |24
N (/) 5 5 5 5 5 5 4 4 4
SE (%) 01 |02 |15 |o1 |02 |07 02 03 |12
RSE (%) 87 |126 |-88 |44 |76 |-48  |238 |-60 |-44

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica E16: Vpliv poloZaja na H staranih KON, MV, MK, EV in EK. Prevodnost merjena pri 5 °C.
Opisna statistika H PR, ST in MD z AVG, SD, N, SE in RSE.
Table E16: Influence of position on H upon ageing KON, MV, MK, EV and EK. Conductivity measured at 5
°C. Descriptive statistics of PR, ST and MD H with AVG, SD, N, SE and RSE.

AVG Hek (%) 14 |16 -159 |19 |24 -13,6 0,7 |-43 -25,3

SD (%) 02 04 18 |06 |07 |19 03 04 (19
N (/) 5 |5 5 4 |4 4 5 |5 5
SE (%) o1 02 08 |03 (03 |09 01 |02 |08

RSE (%) 6,5 99 -51 155 |136 |-6,9 19,7 |-4,6 -3,3




PRILOGA F
UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

1. Preliminarne meritve

Posneli smo UV-VIS spektre raztopin, obdelanih z mehanogeno in elektrogeno epitaksijo
ter njihovih kontrol v 0,05 mmol/L NaHCOg3; (glej sl. F1 in pregl. F1), 0,1 mmol/L
NaHCOs (glej sl. F2 in pregl. F2), Mg (glej sl. F3 in pregl. F3) in 95 % etanolu (glej sl. F4
in pregl. F4). Na ta nacin smo poiskali primerno topilo, s katerim bi lahko najbolj nazorno
prikazali morebitne razlike med spektri obdelav KON, MV, MK, EV in EK. Pri tem smo
MV in MK razred¢ili do 12cH, MV5 in MKS5 do 5cH, MV9 in MK9 pa do 9cH. V
preglednice smo vstavili povpre¢ja dveh snemanj UV-VIS spektrov, ki se med seboj
razlikujejo najvec za + 0,5 %. Pri tem so intervali SE snemanja spektrov manjsi od tock na

spektrih.

Preglednica F1: Absorbance UV-VIS spektrov KON, MK, EV in EK v 0,05 mmol/L NaHCOj.
Table F1: Absorbances of UV-VIS spectra KON, MK, EV and EK in 0,05 mmol/L NaHCO..
by Absorbanca (/)

(hm) KON MK EV EK

209,1 | 0,127 | 0,156 | 0,139 | 0,133
208,0 | 0,131 /0,161 | 0,143 0,136
207,0 | 0,134 | 0,166 | 0,147 | 0,139
205,9 10,137 /0,171 /0,151 0,143
205,0 | 0,240 |0,175| 0,155 | 0,147
204,0 | 0,245/0,181|0,163 | 0,152
202,9 | 0,151 /0,189 0,169 | 0,158
202,0 | 0,156 | 0,195|0,175 | 0,164
201,1 | 0,160 | 0,200 | 0,181 | 0,169
200,0 | 0,168 | 0,210 (0,192 | 0,177




Slika F1: Preliminarni UV-VIS spektri KON (modra), MK (rde¢a), EV (zelena) in EK (svetlo modra) z
intervali SE snemanja v 0,05 mmol/L NaHCOs.
Figure F1: Preliminary UV- VIS spectra of KON (blue), MK (red), EV (green) and EK (light blue) with SE
intervals of in 0,05 mmol/L NaHCOs.

Preglednica F2: UV-VIS spektri KON, MV, MK, EV in EK v 0,1 mmol/L NaHCO:..
Table F2: UV-VIS spectra of KON, MV, MK, EV and EK in 0,1 mmol/L NaHCO:..

A Absorbanca (/)

(nm) |KON |MV MK |EV EK
209,1| 0,146 0,508 | 0,158 | 0,144 | 0,146
208,0 | 0,150 0,523 | 0,161 | 0,149 | 0,151
207,0| 0,154 0,533 | 0,166 | 0,154 | 0,156
205,9| 0,158 0,542 | 0,171 0,158 | 0,160
205,0| 0,163 0,551 | 0,176 | 0,163 | 0,166
204,0| 0,169 0,564 | 0,183 | 0,169 | 0,174
202,9| 0,177 0,576 | 0,190| 0,177 | 0,181
202,0| 0,182 0,586 | 0,198 | 0,184 | 0,189
201,1| 0,186 0,595| 0,204 | 0,190 | 0,195
200,0 | 0,197 0,612 | 0,214 | 0,202 | 0,207
199,0| 0,208 0,630 | 0,225| 0,213 | 0,220
198,0| 0,217 0,648 | 0,238 | 0,226 | 0,234
196,9 | 0,228 0,666 | 0,250 | 0,238 | 0,248
196,0 | 0,237 0,685| 0,261 | 0,250 | 0,260
195,0| 0,257 0,721| 0,279 | 0,271 | 0,282
194,1| 0,278 0,754 | 0,302 | 0,298 | 0,311
193,0| 0,310 0,802 | 0,333 | 0,327 | 0,344
192,0| 0,331 0,840| 0,355| 0,364 | 0,379
191,0| 0,362 0,882 | 0,390 | 0,402 | 0,416
189,9 | 0,420 0,963 | 0,457 | 0,481 | 0,503




Slika F2: Preliminarni UV-VIS spektri KON (modra), MK (rde¢a), EV(zelena) in EK (svetlo modra) z
intervali SE v 0,1 mmol/L NaHCOs.

Figure F2: Preliminary UV- VIS spectra of KON (blue), MK (red), EV (green) and EK (light blue) with SE
intervals in 0,1 mmol/L NaHCOs,.

Preglednica F3: UV-VIS spektri KON, MK, EV in EK v Mg.
Table F3: UV-VIS spectra of KON, MK, EV and EK in Mg.

1 Absorbanca (/)

(nm) KON

MK

EV

2
(nm)

Absorbanca (/)

EK

209,1 0,153

0,152

0,144

209,1

0,127

208,0 0,158

0,157

0,149

208,0

0,131

207,01/ 0,163

0,161

0,152

207,0

0,134

205,9 | 0,167

0,165

0,157

205,9

0,136

205,010,173

0,171

0,161

205,0

0,140

204,010,179

0,177

0,167

204,0

0,145

202,910,188

0,184

0,173

202,9

0,149

202,010,195

0,190

0,179

202,0

0,154

201,1|0,201

0,196

0,184

201,1

0,158

200,0 0,212

0,206

0,191

200,0

0,165

199,010,225

0,216

0,201

/

198,0 (0,237

0,228

0,208

196,9 | 0,251

0,238

0,218

196,0 | 0,267

0,250

0,224

195,0| 0,291

0,270

0,238

194,110,326

0,292

0,255

193,0| 0,374

0,332

0,279

~ e~ ~N |~~~ ~

~ O~~~ ~ |~

se nadaljuje



nadaljevanje
Preglednica F3: UV-VIS spektri KON, MK, EV in EK v Mq.
Table F3: UV-VIS spectra of KON, MK, EV and EK in Mq.

192,0| 0,427 | 0,367 | 0,303 | / /
191,0|0,494 /0,411 /0,330 / /
189,9|0,597 | 0,542 0,394 | / /

Slika F3: Preliminarni UV-VIS spektri KON (modra), MK (rde¢a), EV(zelena) in EK (svetlo modra) z
intervali SE v Mq.
Figure F3: Preliminary UV- VIS spectra of untreated KON (blue), MK (red), EV (green) and EK (light blue)
with SE intervals in Mq.

Preglednica F4: UV-VIS spektri KON, MV5, MV9, MK5, MK9, EV in EK v 95 % etanolu.
Table F4: UV-VIS spectra of KON, MV5, MV9, MK5, MK9, EV and EK in 95 % ethanol.
2(nm) Absorbanca (/)

KON MV5 MV9 MK5 MK9 EV EK
210,0 0,5979 0,5167 0,5358 0,5111 0,5190 0,5284 0,5219
205,0 1,0104 0,8531 0,8809 0,8485 0,8535 0,8648 0,8709
200,0 2,2162 1,8383 1,8791 1,8665 1,8251 1,7989 1,8445




Slika F4: Preliminarni UV-VIS spektri KON (modra) in MV5, MV9, MK5, MKO9, EV ter EK z intervali SE
v 95 % etanolu.
Figure F4: Preliminary UV- VIS spectra of KON (blue) and MV5, MV9, MK5, MKO9, EV and EK with SE
intervals in 95 % ethanol.

UV-VIS spektra neobdelanega 95 % etanola (KON na sliki F4) in Mg (KON na sliki F3)
imata med 219 in 199 oziroma 219 in 189 nm vi$je absorbance od spektrov obdelav MV,
MK, EV in EK. Medtem ko imata UV-VIS spektra neobdelane KON v 0,05 mmol/L
NaHCO3 (KON na sliki F1) in 0,1 mmol/L NaHCO3; (KON na sliki F2) nizje absorbance
od spektrov MV, MK, EV in EK. V Mq so vec¢je razlike med obdelavami kot v 95 %
etanolu. Ker pa so v literaturi (Rao in sod. 2007) Ze primerjali UV-VIS spektre obdelav z
mehanogeno epitaksijo in njihovih kontrol v 95 % etanolu, smo se za nadaljnje snemanje
spektrov odlo¢ili za kompromis in izbrali 70 % etanol.

2. Ponovljivost snemanja spektrov
Ponovljivost snemanja spektrov smo preverili s tridesetimi ponovitvami snemanja Mq in
petdesetimi ponovitvami snemanja 70 % etanolu (glej pregl. F5 in F6).

Preglednica F5: Ponovljivost snemanja UV-VIS spektra KON v Mg; N=30.
Table F5: Repeatability of recording UV-VIS spectra of KON in Mg; N=30.

1 Absorbanca
AVG SD |SE RSE
nm |/ / / %

209,910,152 | 0,001 | 2,61E-04 | 0,17
205,1 /0,166 | 0,002 | 2,73E-04 | 0,17
200,0|0,189| 0,002 | 2,70E-04 | 0,14

se nadaljuje
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Preglednica F5: Ponovljivost snemanja UV-VIS spektra KON v Mg; N=30.
Table F5: Repeatability of recording UV-VIS spectra of KON in Mg; N=30.
194,910,236 | 0,001 | 2,35E-04 | 0,10
190,0| 0,436 | 0,004 | 7,40E-04 | 0,17

Pri meritvah z Mq smo pazili, da so bile nastavitve spektrofotometra ves ¢as enake, saj so
Ze najmanjSe spremembe bistveno vplivale na rezultate. Ponovljivost snemanja UV-VIS
spektrov Mq je enaka + 0,18 % (glej pregl. F5).

Preglednica F6: Ponovljivost snemanja UV-VIS spektra KON v 70 % etanolu; N=50.
Table F6: Repeatability of recording UV-VIS spectra of KON in 70 % ethanol; N=50.

1 Absorbanca
AVG SD |SE RSE
nm |/ / / %

209,910,381 0,005 | 7,07E-04 | 0,17
205,1 /0,601 | 0,006 | 8,75E-04 | 0,17
200,0 (1,304 {0,017 | 2,36E-03 | 0,14
194,9 2,748 | 0,027 | 3,80E-03 | 0,10
190,0 | 2,911 | 0,035 | 4,90E-03 | 0,17

Ponovljivost snemanja UV-VIS spektrov 70 % etanola je enaka + 0,17 % (glej pregl. F6).

3. Preverjanje delovne hipoteze

Tri paralelke obdelav KON, MK, EV in EK smo pripravili v 70 % etanolu. Po pripravi smo
raztopine za dva dni shranili na polozaju PR. Vsak spekter smo posneli desetkrat in
izraCunali povprecje ter relativno standardno napako absorbanc (glej sl. F5 in pregl. F7).
Pri tem smo vsako od obdelav pripravili trikrat.

Preglednica F7: Povprec¢ja desetih meritev UV-VIS spektrov KON, MK, EV in EK v 70 % etanolu z RSE in
SE; stevilo paralelk: N=3.
Table F7: Average absorbances of UV-VIS spectra KON, MK, EV and EK in 70 % ethanol with RSE and
SE; number of replicates: N=3.

Absorbanca
A KON MK EV EK

AVG RSE AVG RSE AVG RSE AVG RSE
nm / % / % / % / %

209,9 0,39 0,05 0,379 0,14 0,386 0,13 0,425 0,15
205,1 0,63 0,11 0,620 0,32 0,621 0,21 0,706 0,25
200,0 1,38 0,28 1,348 0,39 1,345 0,37 1,600 0,45
1949 | 2,75 0,10 2,767 0,54 2,758 0,31 2,839 0,48
190,0 2,91 0,04 2,917 0,51 2,896 0,40 2,940 0,49




Slika F5: UV-VIS spektri KON (modra), MK (rde¢a), EV (zelena) in EK (oranzna) z intervali SE desetih
meritev v 70 % etanolu; N=3.
Figure F5: UV-VIS absorption spectra of KON (blue), MK (red), EV (green) and EK (orange) with SE
intervals of ten measurements in 70 % ethanol; N=3.

Na sliki F5 smo ponazorili UV-VIS spektre obdelav KON, MK, EV in EK v 70 % etanolu.
1z spektrov lahko sklepamo, da ni bistvenih razlik med obdelavami.



PRILOGA G

FEROMONSKI TEST S Chromobacterium violaceum CVV026

Preglednica G1: Feromonski test brez temperaturnega stresa z ocenami obarvanja NK, KON in MF1-3; z
OHHL inkubacija pri 20 °C, N=3.

Table G1: Pheromone test without temperature stress with staining scores of NK, KON and MF1-3; with
OHHL incubation at 20 °C, N=3.

obdelava opisna statistika <2 iInkubacije (h)
90 95/98 10,0 10,3105 10,8 11,0 115 12,0 12,5
KON AVG (/) 00/1,3/23(23 /33 |33 |33 |33 (40 (40 4,0
SE (/) 00/03/0,3/0,3 /0,3 |0,3 |0,3 |03 |0,0 (0,0 |00
MFE1 AVG (/) 00/10/20(20 /30 |30 |30 |30 (3,7 |40 40
SE (/) oo0/06/06/06 06 (06 |06 |06 03 (00 |00
MFE2 AVG (/) 00(0,7/13(13 (23 |23 (2,3 |23 |3,7 |3,7 |4,0
SE (/) 00(03/0,7/0,7 (0,7 |0,7 |0,7 |07 (0,3 |0,3 |0,0
ME3 AVG (/) 00/03/0,7(/0,7 (1,7 |1,7 |20 |20 [3,3 |3,7 4,0
SE (/) 00/03/0,3/0,3 /0,3 |0,3 |06 |06 |03 (0,3 [0,0
NK AVG (/) 00(00/00|00 |00 |00 (00 |00 (0,0 |00 |00

Preglednica G2: Feromonski test z ocenami obarvanja NK, KON in MF1-3; prekono¢na kultura 2 uri pri 4
°C, z OHHL inkubacija pri 20 °C.
Table G2: Pheromone test with staining scores of NK, KON and MF1-3; overnight culture 2 h at 4 °C; with
OHHL incubation at 20 °C.

. . .. ¢as inkubacije (h)
obdelava opisna statistika
12 12,5 13 135 14 155
AVG (/) 1,0/1,0 [23|28 |33|5,0
KON N (/) 6
SE (/) 00|00 (02|04 |0,2/0,0
AVG (/) 1,0/2,0 [33|4,0 |4,0/5,0
MF1 N (/) 3
SE (/) 00|06 |0,7/06 |06/(0,0
AVG (/) 1,0/3,0 |50/50 [505,0
MF2 N (/) 3
SE (/) 0,0/0,0 /0,000 0,000
AVG (/) 1,0/15 33|33 |33|50
MF3 N (/) 6
SE (/) 00|02 /03|04 |0,2/0,0
AVG (/) 1,0/10 |10/2,0 [1,0/1,0
NK N (/) 2
SE (/) 0,000 [0,0/00 0000

Preglednica G3: Vpliv trajanja temperaturnega stresa na obarvanje KON; z OHHL inkubacija pri 20 °C.
Table G3: Influence of temperature stress duration on staining scores of KON; with OHHL incubation at 20
°C.



L. ¢as inkubacije pri 20 °C (h)

trajanje stresa (h)

81991595 105|115 125|135 145|155 165|175 185|195 205|215 23
2 111 1 |1 1 1 2 3 3 4 4 4 5 5 5 5
4 1/1]1 1 |1 1 1 15 |25 |25 |35 |35 |35 |45 |45 |45 |45
6 1/1]1 1 |1 1 1 2 25 |25 |35 |4 4 45 |45 |45 |45
12 111 1 |1 1 1 1 2 25 |25 |35 |35 |45 |45 |45 |45
24 111 1 |1 1 1 1 15 |2 25 |3 3 35 |4 4 4,5
36 111 1 |1 1 1 1 1 1 1 25 |25 |3 3 3 35
48 1/1]1 1 |1 1 1 1 1 1 1 1 15 |15 |25 |25 |35

Preglednica G4: Vpliv trajanja temperaturnega stresa na obarvanje KON; z OHHL inkubacija pri 25 °C.
Table G4: Influence of temp. stress duration on staining scores of KON; with OHHL incubation at 25°C.

. ¢as inkubacije pri 25 °C (h)
trajanjestresa () g~ o™ 95" 10 (11 12 13 14 |15 16 17 |18
2 1,0/1,0 1,820 4,0 4,050 50/50/50 50 50
4 1,010 1,5 15|3,0/3,0 40 40 45 45 50 50
6 1,0/1,0 1,0 1.8 3,030 4,0 40|45 4550 50
12 1,0/1,0 1,0/ 1,0 2,0 3,040 4,0(4,0 4,050 50
24 1,0/1,0 1,0 1,0 1,5 2,0 /3,0 3,0/4,0 4,050 50
36 1,0/1,0 1,0 1,0 1,0 1,3/2,0 20|30 /3,0 4,040
48 1,0/1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 20/20|25/3.0 40

Preglednica G5: a) Feromonski test z NK, KON in MF2; prekonoéna kultura 6 ur pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Ocene obarvanja; N [/] NK (3), KON (8), MF2 (8).
Table G5: a) Pheromone test of NK, KON and MF2; overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL
incubation at 20 °C. Staining scores; N [/] NK (3), KON (8), MF2 (8).

obdelava opis_nq ¢as inkubacije (h)
statistika | 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0
AVG (/) 1,0/ 1,0 1,0 1,0 1,0
NK SD (/) 0,0/ 0,0 0,0 0,0 0,0
SE () 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
AVG (/) 10| 1,0 15 2,5 3,2
KON SD (/) 0,0, 0,0 0,5 0,5 0,8
SE (/) 0,0/ 0,0 0,2 0,2 0,3
AVG (/) 10| 1.3 1,9 2,8 3,8
MF2 SD (/) 0,00 05 0,4 0,8 0,8
SE (/) 00 02 0,1 0,3 0,3

Preglednica G5: b) Feromonski test z NK, KON in MF2; prekono¢na kultura 6 ur pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Asgs KON, MF2 in NK z odstopanjem od povprecja dveh paralelk (AAVG).
Table G5: b) Pheromone test of NK, KON and MF2; overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL incubation at
20 °C. Asgs of KON, MF2 and NK with deviation from two parallels (AAVG).
¢as inkubacije pri 20 °C (h)

14 16 22 36,5

AVG Asgs (/) 0,023 0,037 0,049
NK N () 1
AAVG Asgs (/) | <0,001 ‘ ‘ < 0,001 ‘ < 0,001

obdelava opisna statistika

se nadaljuje
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Preglednica G5: b) Feromonski test z NK, KON in MF2; prekono¢na kultura 6 ur pri 4 °C, z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Asgs KON, MF2 in NK z odstopanjem od povpreéja dveh paralelk (AAVG).
Table G5: b) Pheromone test of NK, KON and MF2; overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL incubation at
20 °C. Aggs of KON, MF2 and NK with deviation from two parallels (AAVG).
AVG A585 (/) |0,041 |0,053 [0,428 |1,442
KON | N (/) 2
AAVG Asgs (/) 0,002 0,012 |0,083 |0,124
AVG Asgs (/) 0,048 0,096 |0,549 1,400
MF2 | N (/) 2
AAVG Aggs (/)| 0,006 0,012 0,052 |0,025

Preglednica G6: a) Feromonski test_2 z NK, KON in MF2; prekono¢na kultura 6 ur pri 4 °C; z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Ocene obarvanja; N [/] NK (3), KON (5), MF2 (5).
Table G6: a) Pheromone test 2 of NK, KON and MF2; overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL
incubation at 20 °C. Staining scores; N [/] NK (3), KON (5), MF2 (5).

opisna ¢as inkubacije pri 20 °C (h)
obdelava  giatistika 13,5 14 15 16 17
AVG (/) 16 2.8 3,6 4,0 4,6
KON SD (/) 05 0,4 0,9 0,7 0,9
SE (/) 0.2 0.2 0,4 0,3 0,4
AVG (/) 18 2,6 4,2 4,2 4.4
MF2 SD (/) 0,4 11 13 13 13
SE (/) 0.2 05 0,6 0,6 0,6
AVG (/) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
NK SD (/) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
SE (/) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Preglednica G6: b) Feromonski test_2 z NK, KON in MF2; prekono¢na kultura 6 ur pri 4 °C; z OHHL
inkubacija pri 20 °C. Asgs KON in MF2 po 18 urah inkubacije; N=5.
Table G6: b) Pheromone test 2 of NK, KON and MF2; overnight culture 6 h at 4 °C; with OHHL incubation
at 20 °C. Asgs of KON and MF2 after 18 hours of incubation; N=5.
opisna statistika KON | MF2
AVG Asgs (/) 0,39 |0,42

SD (/) 0,05 | 0,05
SE (/) 0,02 0,02
RSE (%) 52 |48

Preglednica G7: Feromonski test z ocenami obarvanja KON, MF2 in MF3; prekono¢na kultura 12 ur pri 4
°C, z OHHL inkubacija pri 20 °C; N=3; plos¢e zatesnjene s parafilmom.
Table G7: Pheromone test with staining scores of KON, MF2 and MF3; overnight culture 12 h at 4 °C; with
OHHL incubation at 20 °C; N=3, plates sealed with parafilm.



. . .. | ¢as inkubacije (h)
obdelava opisna statistika 200 22,0 255 345
AVG (/) 10 123 |27 |37
KON SD (/) 10 |15 |15 |15
SE (/) 06 /09 /09 |09
AVG (/) 1,0 /11,0 |1,7 [3,7
MF2 SD (/) 0,0 /0,0 0,6 |06
SE (/) 0,0 /0,0 /03 /0,3
AVG (/) 10 |10 |13 |23
MF3 SD (/) 0,0 /0,0 06 |06
SE (/) 0,0 /0,0 /03 /0,3

pri 20 °C, prekonocna kultura 2,5 hna 2 °C, N=2.
Table G8: a) Pheromone test in liquid medium. Asgs of KON and MF2; with 10 umol/L. OHHL incubation at
20 °C, overnight culture 2,5 h at 2 °C, N=2.

Asgs (/)
KON | MF2
4 -0,033 | -0,034
5 -0,029 | -0,030
6 0,108 | 0,104
Z

8

9

¢as inkubacije (h)

0,591 | 0,630
1,163 | 1,159
1,339 1,334
24 1,924 |2,036
48 2,034 | 2,036

25 °C, MF2 pripravljena v dH,0, prekonocna kultura 12 h na 4 °C, N=2.
Table G8: b) Pheromone test in liquid medium. Aggs of KON and MF2; with 1 pumol/L OHHL incubation at
25 °C, MF2 prepared in dH,0, overnight culture 12 h at 4 °C, N=2.

¢as inkubacije (h) Ases (/)
KON | MF2
0 0,014 | 0,013
8 0,047 | 0,036
9,5 0,030 | 0,051
10 0,049 | 0,065
10,5 0,091 | 0,094
11 0,130 | 0,146
12 0,239 0,276
13 0,426 | 0,496
15 0,808 | 0,894
17 1,134 (1,236
19 1,343 1,433
21 1,538 | 1,602
23 1,603 | 1,657




pri 20 °C, MF2 pripravljena v LB, prekonoc¢na kultura 12 h na 4 °C, N=2.
Table G8: ¢) Pheromone test in liquid medium. Asgs of KON and MF2; with 0,5 pmol/L OHHL incubation at
20 °C, MF2 prepared in LB, overnight culture 12 h at 4 °C, N=2.

¢as inkubacije (h) Aexs (1)
KON 3 MF2_3
-0,007 | -0,005
-0,002 | -0,003
0,001 -0,005

95| 0,002| 0,003
10| 0,021 | 0,007
10,5/ 0,031| 0,024
11| 0,043| 0,037
115/ 0,049| 0,063
12| 0,014| 0,069
14| 0,287 0,205
16| 0,565 0,362
18| 0,746| 0,495
20| 0,818 0,560
22| 1,013| 0,733
24| 1,188 0,813

25 °C, MF?2 pripravljena v LB; prekono¢na kultura 12 hna 4 °C, N=2.
Table G8: d) Pheromone test in liquid medium. Asgs of KON and MF2; with 1 umol/L OHHL incubation at
25 °C, MF?2 prepared in LB, overnight culture 12 h at 4 °C, N=2.

¢as inkubacije (h) Aees ()
KON_5 MF2_5

8,1 0,047 0,015
9,5 0,030 0,091
10 0,049 0,118
10,5 0,091 0,178
11 0,130 | 0,555
12 0,239 | 0,555
13 0,426 0,834

Preglednica G9: a) Ponovljivost priprave gojis¢a v malih plo$¢ah (2r = 35 mm) in merjenja Asgs. N=6
Table G9: a) Repeatability of medium preparation in small plates 2r = 35 mm and Asgs measurement. N=6.
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Preglednica G9: b) Ponovljivost priprave gojis¢a v malih plo§¢ah (2r = 35 mm) in merjenja Asgs. N=9.
Table G9: b) Repeatability of medium preparation in small plates 2r = 35 mm and Asgs measurement. N=9.
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Preglednica G9: ¢) Ponovljivost priprave gojis¢a v malih plo§€ah (2r = 35 mm) in merjenja Asgs. N=12.
Table G9: c) Repeatability of medium preparation in small plates 2r = 35 mm and Asgs measurement. N=12.
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