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Sazetak

spitivanje samoformiraju¢ih monoslojeva (SAM-ova) na povrsini zlatne
elektrode provedeno je dvjema metodama: ciklickom voltametrijom i
elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom. Za tu svrhu koriSteni su
sljededi tioli: cisteamin, n-acetilcistein i L-cistein. Osim karakteristi¢ne sulfhidrilne skupine
koje sadrze navedeni tioli, sadrze i druge funkcionalne skupine (karboksilne i/ili aminske) koji

ioniziraju pri razli¢itim pH vrijednostima $to najvise ovisi o samoj strukturi tiola.

Kako bi odredili odgovarajuce pKa vrijednosti za svaki od tiola pripremljeni su Briton-
Robinsonovi puferi u Sirokom podrucju razli¢itih pH vrijednosti (1,834-10,416). Kao redoks
par kojim se prate interakcije samoformirajuc¢ih slojeva koriSten je heksacianoferatni redoks
par, Fe(CN)s*/Fe(CN)s*. Ciklickom voltametrijom ispitivana je uspjesnost formiranja
alkantiolnih monoslojeva na povrsini zlatne elektrode, te su za tu svrhu koristeni acetatni (pH
= 4,50) i amonija¢ni pufer (pH = 8,50). Pra¢enjem strujnog odziva moglo se zakljuditi je li
uspje$no modificirana zlatna elektroda odgovaraju¢im tiolom. Promjena otpora prijelazu
naboja pra¢ena je elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom. Uoceno je da
povecanjem pH vrijednosti pufera raste otpor prijelazu naboja $to ukazuje na to da se tioli
pocinju deprotonirati pa tako dolazi do jacih odbijanja s heksacianoferatnim redoks parom S$to

ima za posljedicu povecanje otpora prijelazu naboja.

Kljucéne rije¢i: SAM, cisteamin, n-acetilcistein, L-cistein, pKa, puferi, ciklicka voltametrija,

elektrokemijska impedancijska spektroskopija



Abstract

ssaying self-assembled monolayers (SAM's) on the surface of gold
electrodes were carried out by two methods: cyclic voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy. For this purpose the following
thiols have been used: cysteamine, n-acetylcysteine and L-cysteine. In addition, the sulfhydryl
containing thiols, also incorporate other functional groups (carboxyl and/or amine), which are

ionized at different pH values depending mostly on the structure of the thiol.

To determine the appropriate pKa values for each of the thiol Britton-Robinson buffers
have been prepared within a wide range of different pH values (from 1,834 to 10,416).
Hexacyanoferrate (Fe(CN)s> / Fe(CN)s* ) has been used as a redox probe in aim to follow
interaction of tested SAM's. Cyclic voltammetry was investigated to characterize the alkantiol
monolayer formation on the gold electrode surface, and for this purpose acetate (pH = 4,50)
and ammonium buffer (pH = 8,50) are used. Conclusion about successfully modified gold
electrode was made by monitoring the current response change. Charge transition resistance
has been monitored by electrochemical impedance spectroscopy. It has been observed that by
enlarging the pH increases resistance charge which indicates that the thiols became

deprotonated which cause strong rejection by hexacyanoferrate redox pair.

Keywords: SAM, cysteamine, n-acetylcysteine, L-cysteine, pKa, buffers, cyclic voltammetry,

electrochemical impedance spectroscopy
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1. UvOD

Godine 1946. W. C. Bigelow primijetio je da se molekule heksadekana mogu
adsorbirati na povrsinu platine kao i na staklenim povrSinama. Ustanovljeno je da dugolancani
alkilni lanci adsorpcijom na razli¢ite povrSine mogu smanjiti hrapavost povrsine. Medutim,
takvi tanki filmovi organskih molekula na razli¢itim anorganskim supstratima privukli su
znacajnu pozornost tek posljednjin 30 godina. Zbog svoje svestranosti i strukture nalaze
siroku primjenu kao premazi za zastitu od korozije, u optoelektronici, te za razvoj razli¢itih
kemijskih i elektrokemijskih senzora. Glavna karakteristika takvih tankih samoformirajuéih
filmova organskih molekula jeste moguénost dobivanja zeljenih svojstava povrSina
adsorpcijom odredenih funkcionalnih skupina na odgovarajuéi supstrat. Najpoznatiji primjeri
samoformiraju¢ih monoslojeva opisanu u literaturi su: tiolni monoslojevi na povrsini zlata,

alkil-triklorsilani na hidroksiliranim povr§inama i alkil-fosfonati na povrsini cirkonijal™!.

Ovaj rad bavi se proucavanjem povrsinski samoformiranih alkantiola na povrsini zlata.
Osim karakteristicne sulthidrilne funkcionalne skupine, neki od tiola sadrze karboksilne,
odnosno aminske skupine. Ciklickom voltametrijom pratili smo formiranje tiola na povrsini
zlatne elektrode tako $to smo uocavali promjene strujnog odziva u kiselom (acetatnom
puferu) i luznatom (amonijatnom puferu) mediju. Za pracenje strujnih odziva koriSten je
heksacianoferatni redoks par. Elektrostatske interakcije izmedu redoks para i nabijene
povrsine rezultirale su promjenama u strujnom odzivu. Ako dolazi do privlacenja redoks para
s tiolom modificiranom povr§inom zlata dolazi do povecanja strujnog odziva, odnosno do
smanjenja strujnog odziva ukoliko je povrSina dovoljno negativho nabijena.
Elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom pratila se promjena otpora prijelazu
naboja ispitivanih tiola pri razli¢itim pH vrijednostima. 1z ovisnosti otpora prijenosa naboja o

pH vrijednosti odredene su pKa vrijednost povrsinski vezanih tiola.



2. OPCI DIO

2.1. Kiseline i baze

Prva saznanja o kiselinama i bazama datiraju jos iz antickog doba kada su ljudi
smatrali da su kiseline tvari koje ubrzavaju koroziju metala i otapaju neke stijene, dok su baze
sve tvari koji poniStavaju djelovanje kiselina. Krajem 18. stoljeca francuski kemicar Antonie
Laurent Lavoisier pokusao je preciznije definirati kiseline i baze s obzirom na njihovu
strukturu. Pretpostavio je da su svi kemijski spojevi koji sadrze kisik kiseline, no nedugo
nakon toga otkrilo se da postoje i drugi spojevi koji ne sadrze kisik, a takoder pokazuju
svojstva kiselina. Tek krajem 19. stolje¢a razvijaju se prve teorije o kiselinama i bazama
kakve danas poznajemo, medu kojima su: Arrheniusova teorija, Brensted-Lowryeva i

Lewisova teorija kiselina i bazal?l.

Pojmovi kiselosti 1 bazi¢nosti otopina vazni su za razumijevanje formiranja SAM-ova
na povrsini zlatne elektrode jer se promjenom pH vrijednosti medija moze znatno mijenjati

povrsinski naboj modificirane povrSine.

2.1.1. Arrheniusova teorija kiselina i baza

Svedski kemicar Svante August Arrhenius kiseline, HA, definira kao tvari koje
disocijacijom u vodi daju hidronijev ion, H* i kiselinski ostatak, A"
HAS HY + A 1)

Nastali hidronijev ion, H*, nije stabilan u vodenim otopinama, pa se veze na slobodne
elektronske parove molekule vode, pri ¢emu nastaje stabilan oksonijev ion, H30™:

H* + H,0 5 H;07 (2
Sukladno tome baze, BOH, definira kao tvari koje disocijacijom u vodenim otopinama

daju hidroksidni ion, OH™:
BOH s B* + OH™ 3)

Medutim, ova teorija nije uvijek pravovaljanal®l. Naime, disocijacijom vode nastali

oksonijev i hidroksidni ion uzrokuju elektroneutralnost vode S§to nije u skladu s

2



Arrheniusovom teorijom. S druge strane Arrheniusova teorija ne objaSnjava bazi¢na svojstva
amonijaka jer baze definira iskljuc¢ivo kao otopine hidroksida kao $to su primjerice NaOH
odnosno Ca(OH),. Danski kemicar Johannes Bronsted i engleski znanstvenik Thomas Lowry

nadopunili su Arrheniusovu teoriju te tako prosirili poimanje kiselina i baza.

2.1.2. Brensted-Lowryeva teorija kiselina i baza

Brgnsted i Lowry definiraju kiseline (slika 1) kao tvari koje doniraju protone uz
prisustvo baze koja prima te protone. Sto je kiselina jada ona lak3e otpusta protone, pa je

njezina konjugirana baza slabija.

kiselina + baza < konjugirana baza + konjugirana kiselina 4)
IEI :(ﬁ: Iﬁ :ﬁ:

H—([j—C—é—H + H—('?: — H—C|2—C—:C§ it {H—?—H:|+
H H H H

CH;COOH(aq) + H,O(h —— CH;COO(ag) + H;O {ag)

slaba kiselina slaba baza jaka konjugir_an?L jaka konjugirana kiselina
baza slabe kiseline, 1, baze, H0
CH3CD OH

Slika 1. Ponasanje etanske (octene) kiseline prema Brensted-Lowryevoj teoriji. Kako je
etanska Kiselina proton donor, voda se ponasa kao baza primaju¢i protone od strane etanske

kiseline. Nastali acetatni ion i etanska kiselina &ine par konjugirana baza/kiselinal®l.

Brenstedove baze (slika 2) su tvari koje mogu primiti proton, odnosno sve mokuleske
vrste koje nastaju otcjepljenjem protona od kiseline. Kako baza veze proton, tj. nukleus
vodikova atoma, kazemo da je baza nukleofilna Cestica. Tako je svaka Kiselina elektrofilna
Cestica jer se veze na slobodne elektronske parove baze.

H +
H-N—H+H-0: — HN-H| + H—O:"
i B i

NHy{ag) + H0()) —= NH(ag) + OH (ag)

slaba baza slaba kiselina jaka konjugiana jals lconfugirana baza
kiselina slabe  slabe kiselina, Hy0
baze, NH3

Slika 2. Ponasanje amonijaka kao slabe baze prema Brenstedul®l.

3



2.1.3. Lewisove kiseline i baze

Gilbert Newton Lewis baze opisuje kao sve molekulske ili ionske vrste koje imaju
prisutne slobodne elektronske parove, a kiseline kao elektron akceptore koji mogu primiti

nevezne elektronske parove baze (slika 3).

F

| TF:
8 = F o E|!
.‘F.'// \'F: /| \\

Lewisova kiselina Lewisova baza

Slika 3. Lewisove kiseline i baze.

Primjenom Lewisove teorije moZzemo objasniti topljivost ugljikovog(lV) oksida u vodi

pri ¢emu dolazi do nastanka uglji¢ne kiseline, H2COs:
€O, (g) + H,0(1) S H,C05(aq) (5)
U toj reakciji voda djeluje kao elektron donor (Lewisova baza), dok se CO2 ponasa
kao elektron acceptor (Lewisova kiselina). Najprije dolazi do pucanja dvostruke C=0 veze
molekule ugljikovog(lV) oksida, kako bi se jednostrukom vezom ugljikov atom ugljicne
kiseline vezao na molekulu vode, pri ¢emu atom kisika u vodi postaje pozitivno nabijen. Kako
bi se postigla elektroneutralnost H.COs", vodikov atom molekule vode veZze se na negativno

nabijen atom kisika uglji¢ne kiseline kako je prikazano na slici 4%,

yoi “o—H
. . R + R
G T " o
“+|:|++ H/+\H ot
AN
H H

Slika 4. Topljivost ugljikovog dioksida u vodi tumaceno na temelju Lewisove teorije kiseline
I baza.

Glavna prednost ove teorije, u odnosu na prehodno opisane, je sto dodatno prosiruje
broj kiselina 1 baza. Tako kiselinama mozemo smatrati sve metalne ione, odnosno sve katione
i sve molekulske vrste koje nemaju slobodan elektronski par (BF3, AlCIs3), a bazama mozemo
smatrati sve anione i molekulske vrste koje imaju slobodne elektronske parove (NHs, H-2O,

purinske i pirimidinske baze itd.).



2.1.4. lonski produkt vode

Iz navedenih teorija kiselina i baza mozemo zakljuciti da voda zapravo moze djelovati
I kao kiselina i kao baza. Prema kiselinama djeluje kao baza, dok prema bazama djeluje kao
kiselina. Takve tvari koje mogu djelovati kao kiselina i kao baza nazivamo amfolitima.

Autoprotolizu vode moZzemo prikazati sljede¢om jednadzbom kemijske reakcijel®!:

H,0 + H,0 S H;0" + OH™ (6)

Konstanta ravnoteze koja opisuje reakciju autoprotolize vode nazivamo konstantom
ionskog produkta vode:

_ [H30*][0H7]

Ky [H,0]2

(7)

Kako se voda uvijek nalazi u velikom suviSku njezina je koncentracija nepromjenjiva,
stoga je mozemo zanemariti u izrazu za konstantu ravnoteze. Pri 25°C i pri pH = 7
koncentracije oksonijevog i hidroksdnog iona su jednake i iznose 107 mol dm, stoga

konstanta ionskog produkta vode pri tim uvjetima iznosi, Kw = 10"** mol? dm:

K, = [H30%][OH"] = [107’mol dm™3] - [10~"mol dm™3] = 10~ *mol?dm° (8)
Pomoc¢u tog izraza moZemo iz poznate koncentracije oksonijevog iona izraCunati
koncentraciju hidroksidnog iona. Logaritmiranjem izraza za konstantu ionskog produkta vode

dobivamo izraze za raunanje pH, odnosno pOH $to ne predstavlja nista drugo nego

logaritamsku vrijednost koncentracije oksonijevog, odnosno hidroksidnog iona.

K,, = [H30*][OH"] = 10~ **mol?dm™° 9)

pK, = pH + pOH = 14 (10)

2.1.5. Jakost kiselina i baza

Jaku kiselinu definiramo kao tvar koja u vodenoj otopini u potpunosti disocira na H*
ione, dok slabe Kkiseline ne disociraju u potpunosti jer je uvijek prisutna odredena
koncentracija nedisocirane kiseline, HA. Sli¢no je i s bazama, jaka baza je ona koja u
potpunosti disocira na hidroksidne ione, OH". Neka je kiselina, HA kako slijedi:

HA S HY + A- (11)



Ako je kiselina jaka ravnoteza je pomaknuta skroz udesno, dok se kod slabih kiselina
uvijek uspostavlja ravnoteza izmedu disociranog H* i nedisocirane molekule kiseline HA, $to
definiramo odgovaraju¢om konstantom ravnoteze Kiseline, Ka:

[H*][AT]
@ = “IHal (12)

Jake kiseline, kao §to su npr. sumporna, H2SOs, dusi¢na, HNOg, perklorna, HCIOg,
imaju vrijednosti konstante ravnoteze veée od 1, Ka > 1, te su u potpunosti disocirane.
Kiseline ¢ije su vrijednosti konstante ravnoteze manje od 1, Ka < 1, su slabe kiseline kao npr:
fluorovodicna kiselina, HF, dusikasta kiselina, HNO>, te uglji¢na kiselina, HoCOs. U literaturi
se najcesce vrijednosti konstante ravnoteze kiseline (tablica 1) izrazavaju kao logartiamske

vrijednosti, pK, = —log K, pa tako jake kiseline imaju vrijednosti pKa manje od 0.

Tablica 1. Vrijednosti pKa za neke kiseline!®!

Kiselina Formula pKa

Fluorovodi¢na HF 3,17
Klorovodi¢na HCI -8,00
Bromovodi¢na HBr -9,00
Jodovodi¢na HI -10,0
Jodna HIOs 0,80
Klorna HCIOs -1,00

Sli¢no vrijedi i za baze. Jake baze su one ¢ija je vrijednost konstante disocijacije baze,
Kb, vec¢a od 1, primjerice otopine hidroksida metala 1. i 2. skupine.

BOH S B* + OH™ (13)
_ [B*][OH7]
Ky = [BOH] (14)
Obratno, slabe baze, kao npr. amonijak, imaju pKjy vrijednosti veée od 0, pK;, = —log K},.

2.1.6. Puferske otopine

Puferi su otopine slabe kiseline i njihovih soli, odnosno slabe baze i njihovih soli.
Tako se npr. acetatni pufer sastoji od octene kiseline i natrijevog acetata, a amonijacni pufer
od otopine amonijaka i amonijevog klorida. Karakteristika slabe kiseline je da u vodenoj

otopini slabo ionizira, $to zna¢i da se u ravnoteznom stanju kiselina nalazi pretezito u

6



neioniziranom obliku (proton donor) za razliku od soli koja je u pravilu potpuno disocirana.
Upravo zbog potpune disocijacije, pufersku sol c¢ine anioni koji djeluju kao bazna
komponenta pufera (proton akceptor). Osnovna uloga puferskih otopina jeste da odrzavaju pH
vrijednosti stalnom kako bi se sprijecilo da se dodatkom jake kiseline ili jake baze pH
vrijednost otopine znacajno ne promijeni. Svaki puferski sustav ima podruéje djelovanja u
kojem je najucinkovitiji. Podrucje djelovanja pufera odreduje se iz titracijske krivulje kiseline

s jakom bazom (slika 5).

pH1= pKa pH2 = pKaz pHz = pKas
e
=
=
3
0 2 4 G B 10 12 14 16
pH
PO4-3 H2 PO~ H3PO4 HPO4d-2

Slika 5. Titracijska krivulja fosforne kiseline s jakom bazom obradena u programu Visaul
Minteq 3.1.

Titracija fosforne kiseline jakom bazom odvija se u tri stupnjal™:

H,PO, + OH™ S H,P0,” + H,0; pH, = pK,; = 2,16 (15)
H,PO,” + OH™ & HPO2™ + H,0; pH, = pK,, = 7,21 (16)
HPO,%” + OH™ S P03~ + H,0; pH; = pK,s = 12,32 (17)

Kada je polovica kiseline neutralizirana, koncentracije kiseline i konjugirane baze
postaju jednake, odnosno pH postaje jednak pKa. U tocki ekvivalencije, kada je sva kiselina
neutralizirana, konjugirana baza je jedina komponenta pufera. Pufer je najucinkovitiji kada
sadrzava obje komponente pufera u jednakoj koli¢ini, odnosno kada je pH jednak pKa. Za
pufer fosforna kiselina/dihidrogenfosfat to je pri pKa = 2,16, odnosno za puferski sustav
dihidrogenfosfat/hidrogenfosfat to je pKa = 7,21 itd. Opcenito se uzima da je podrucje

djelovanja pufera pKa £ 1, pa je tako fosfatni pufer sustava hidrogenfosfat/fosfat djelotvoran



samo u podrucju pH od 11,32 do 13,32. Za racunanje pH vrijednosti puferskih otopina koristi

se Henderson-Hasselbalchova jednadzbal®l:

_ a7l
pH = pK, + log AT (18)

Iz jednadzbe je vidljivo da pH pufera ovisi o vrijednosti konstante ionizacije slabe
kiseline ili baze, kao i 0 odnosu koncentracija kisele i bazicne komponente pufera u otopini.
Kada je pH manje od pKa veca je koncentracija nedisocirane vrste u odnosu na koncentraciju

disocirane vrste, odnosno ako je pH > pKa veéa je koncentracija disocirane vrstel®l,

2.2. Elektrokemijski procesi i elektroanaliticke tehnike

Kako povrsinu zlatne elektrode Zelimo modificirati tiolima, potrebno je definirati
osnovne pojmove koje se dogadaju na granici faza elektroda/elektrolit. U ovom poglavlju je
objasnjeno §to se dogada prilikom uranjanja elektrode u otopinu elektrolita, te modeli s
kojima opisujemo odgovaraju¢e fenomene na granici faza elektroda/elektrolit. Za pracenje
elektrokemijskih procesa koje se odvijaju na spomenutoj granici faza, koriste se brojne
elektroanaliticke tehnike kao S§to su: potenciometrija, konduktometrija, kulometrija,
kronoamperometrija, kronokulometrija i dr. U ovom radu za prac¢enje modifikacije zlatne
elektrode s odgovaraju¢im alkantiolima koristene su sljedece elektroanaliticke tehnike:

ciklicka voltametrija i elekrokemijska impedancijska spektroskopija.

2.2.1. Teorija elektrokemijskog dvosloja

Uranjanjem elektrode u otopinu elektrolita dolazi do stvaranja elektrokemijskog
dvosloja i uspostavljanja razlike potencijala izmedu metala od kojeg je sacinjena elektroda i
metalnih iona u otopini elektrolita. Takvo nastajanje elektrokemijskog dvosloja opisuju tri
modela: Helmholtz-Perrinov, Gouy-Chamapneov i Sternov model. Helmholtoz-Perrinov
model pretpostavlja da ¢e naboj na elektrodi privu¢i nasumicno rasporedene ione iz otopine
koji ¢e formirati sloj naboja suprotnog predznaka uz elektrodu. Takav elektrokemijski dvosloj

sastoji se od dva sloja naboja, jedan uz povrsinu elektrode i jedan u masi otopine, izmedu



kojih se potencijal mijenja linearno. Medutim, Helmholtzov model ne opisuje ovisnost

kapaciteta dvosloja o potencijalu, koncentraciji elektrolita i temperaturi.

Gouy i Champan elektrokemijski dvosloj opisuju tako da se u elektrolitu formira sloj

difuznog naboja, pri ¢emu se potencijal s udaljenos¢u od elektrode mijenja eksponencionalno.

Sternov model objedinjuje Helmholtzov i Gouy-Champaneov model elektrokemijskog
dvosloja. Naime, dio naboja nalazi se fiksiran na vanjskoj Helmholtzovoj ravnini, a dio je
difuzno rasporeden u otopini. Sternov model dvosloja prikazan je na slici 6. U Sternovom
modelu, potencijal se mijenja linearno od elektrode do vanjske Helmholtzove ravnine (VHR),

a zatim eksponencijalno pada prema nuli u masi otopine.
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Slika 6. Sternov model elektrokemijskog dvoslojalt?.

Kapacitet dvosloja u ovom sluc¢aju je analogan kapacitetu dva ploc¢asta kondenzatora

spojena u seriju. Ukupni kapacitet dvosloja jednak je:

l= 4t (19)
c ¢y cg

Ch i Cs su Helmholtz-Perrinov i Gouy-Chapmanov kapacitet. Moguce je razmatrati
dva grani¢na slucaja. U vrlo razrijedenim otopinama kapacitet difuznog dijela dvosloja puno
je manji od kapaciteta Helmholtzovog dijela (Ce << Ch), pa je ukupni kapacitet dvosloja
odreden kapacitetom difuznog dijela. Nasuprot tome, u vrlo koncentriranim otopinama

debljina difuznog dijela postaje mala. Kapacitet difuznog dijela, koji je utoliko veéi ukoliko je
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debljina dvosloja manja, Helmholtzov kapacitet ima dominantan utjecaj na ukupni kapacitet.
Stoga su 1 mol dm™ otopine soli posebno pogodne za ispitivanje krutog dijela dvosloja jer je
kod njih utjecaj difuznog dijela zanemariv. Sternova teorija dvosloja pokazuje dobro slaganje
s eksperimentom samo u nekim slucajevima, na primjer u koncentriranim otopinama

elektrolita koji se specifiéno ne adsorbiraju, kao §to su otopine NaF*9l,

2.2.2. Mehanizam odvijanja elektrodnih procesa

Elektrodni procesi su kemijske reakcije kod kojih se kemijska promjena odvija putem
prijelaza elektrona s elektrode na reaktant ili obrnuto s reaktanta na elektrodu. Elektrodnom
reakcijom dolazi do promjene oksidacijskog stanja reaktanta pri cemu su elektrodne reakcije
nalik redoks reakcijama koje se odvijaju u homogenoj otopini. Za razliku od homogenih
redoks reakcija, elektrokemijske reakcije su tipi¢ne heterogene kemijske reakcije jer se
odvijaju na samoj granici faza elektroda/elektrolit, pri ¢emu obuhvacéaju sve pojave
karakteristicne za heterogene procese. Prijelaz elektrona se odvija u vrlo tankom sloju
elektrolita u kontaktu s elektrodom. Ovaj tanki sloj elektrolita se naziva medufaza i posjeduje
svojstva razli¢ita od mase otopine. Osnovna karakteristika medufaze je da se u njoj javlja pad
napona tj. javlja se razlika u elektricnim potencijalima izmedu elektrode 1 elektrolita. Razlika
u elektricnim potencijalima izmedu elektrode i elektrolita se ne mozZe eksperimentalno
odrediti. Termodinamicki proracuni, medutim, procjenjuju red veli¢ine razlike potencijala od
nekoliko volti §to, uzimajuéi u obzir vrlo malu debljinu medufazne granice, rezultira u
elektri¢nim poljima od nekoliko stotina kV m™ pa ¢ak i do MV m™. Ovako visoka elektri¢na
polja na medufaznim granicama ¢vrsto/kapljevina utjecat ¢e u znacajnoj mjeri na reakciju

prijelaza elektronal*,

Prilikom odvijanja elektrokemijske reakcije dolazi do smanjenja koncentracije
reaktanata i povecanje koncentracije produkata u medufazi. Ta razlika u koncentraciji zapravo
sluzi kao pokretacka sila za odvijanje elektrokemijske reakcije pri cemu dolazi do prijenosa

tvari. Prema tome, tipi¢na elektrokemijska reakcija sastoji se od tri stupnja (slika 7):

1. prijenos reaktanta do povrSine elektrode;
2. izmjena naboja;

3. prijenos produkta prema masi otopine.

10



Reaktant (O) Produkt (R)
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Slika 7. Mehanizam odvijanja elektrokemijske reakcijel?l.

2.2.3. Elektrokemijska reakcijska kinetika

Opcenito se elektrokemijska reakcija prikazuje jednadzbom:
O+ne” SR (20)
Kao sto je prethodno navedeno elektrokemijski proces podrazumijeva dopremu
reaktanata do povrSine elektrode, zatim slijedi izmjena naboja, a nastali produkt se odvodi tj
difundira u masu otopine. Brzina odvijanja elektrokemijske reakcije opéenito ovisi o povrsini

elektrode, a opisuje se sljede¢im izrazom™!!:

dN dN I i
— e _ _dNo _ T _ U (21)
Adt Adt AnF nF

v = brzina elektrokemijske reakcije (mol cm2s?);

N = koli¢ina tvari oksidirane, odnosno reducirane vrste (mol);
A = povrsina elektrode (cm?);

| = jakost struje (A)

i = gustoda struje (A cm?);

F = Faradajeva konstanta (96500 As mol™);

n = broj razmijenjenih elektrona.

Kinetiku elektrokemijske reakcije uglavnom definiraju dva c¢imbenika: brzina
prijenosa naboja i brzina prijenosa tvari. Ukupna brzina elektrokemijskog procesa odredena je
brzinom najsporijeg stupnja u ukupnom reakcijskom mehanizmu. Ukoliko je izmjena naboja
na granici faza najsporiji stupanj, govori se o reakciji pod aktivacijskom kontrolom, odnosno
ukoliko je prijenos tvari do elektrode najsporiji stupanj, reakcija je pod difuzijskom

kontrolom.

Kada je sustav pod aktivacijskom kontrolom Kkinetiku odvijanja elektrokemijske

reakcije opisuje Butler-Volmerova jednadzba. Gustoca struje izmjene, io, govori o Kinetici
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reakcije prijelazu naboja. Prvi ¢lan u zagradi predstavlja parcijalnu anodnu struju, a drugi ¢lan

u zagradi parcijalnu katodnu struju:

I [e ((1—a)1;F75E—ET)) B e(—anFR(g—Er))l 2
0

io = gustoca struje izmjene (A cm?); R = opca plinska konstanta

o = koeficijent prijelaza; (8,314 JK mol™Y);

E = narinuti potencijal (V); T = termodinamicka temperatura (K);

Er= ravnotezni potencijal (V); n = broj razmijenjenih elektrona.

Butler-Volmerova jednadzba je temeljna jednadzba elektrokemijske kinetike koja daje
ovisnost struje o potencijalu elektrode (slika 8). Da bi se prijelaz naboja odvijao odredenom
brzinom potencijal elektrode mora odstupati od ravnoteznog potencijala za iznos koji ovisi o
veliCini struje izmjene. Razlika potencijala elektrode kod kojeg tece struja i ravnoteznog
potencijala elektrode (E— Er) naziva se aktivacijski prenapon, . Prenapon ¢e biti veéi od nule

u slu¢aju anodnih reakcija, a manji od nule u slu¢aju katodnih reakcijal**.

parcijalna anodna

ot
struja i>0
. _ . (1-a)Fn/RT =iy + i
= i, (1P
N / )
-
[ W -
- | £
-, -7

/ 1\ =0
i

i,=-ige

-aFn/RT
i<0

parcijalna katodna struja

Slika 8. Struja-potencijal krivulja prema Butler-Volmerovoj jednadzbi elektrokemijske
kinetike™®,
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Ako je proces pod kontrolom difuzije onda je brzina prijenosa tvari najsporiji proces,
dok je brzina prijenosa naboja najbrzi proces. Takvi uvjeti se postizu uglavnom pri dovoljno
visokim potencijalima kada brzina prijelaza naboja postane toliko ve¢a od brzine prijenosa
tvari da je koncentracija reaktanta na samoj povrSini elektrode gotovo jednaka nuli i tada se
postize maksimalna struja u elektrokemijskoj reakciji. Visina maksimalne struje ovisit ¢e

samo o brzini prijenosa tvari i naziva se grani¢na struja jer ne ovisi o potencijalu elektrode™!l,
Postoje tri nacina prijenosa tvari u otopinama:

1. konvekcija — prijenos tvari uslijed djelovanja mehanicke sile na otopinu (npr.
mijesanje);
2. difuzija — transport tvari iz podrucja vise u podrucje nize koncentracije;

3. migracija — putovanje elektri¢ki nabijenih Cestica uslijed djelovanja elektri¢nog polja.

2.2.4. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija pripada skupini elektroanaliti¢kih tehnika mjerenja. Princip
metode temelji se na linearnoj promjeni potencijala radne elektrode. Pocetni ciklus predstavlja
promjenu potencijala od nekog pocetnog do nekog kona¢nog potencijala, a povratni ciklus od
krajnog prema pocetnom potencijalu. Na vremenskoj skali takav signal pobude ima

karakteristian trokutasti oblik (slika 9).

E;

Slika 9. Signal pobude u cikli¢koj voltametrijilt4l.

Kao rezultat ovakvog signala pobude na elektrodi se odvija elektrokemijska reakcija

koju registriramo kao struja — potencijal krivulju (slika 10). Rezultiraju¢a odzivna krivulja

13



naziva se cikli¢ki voltamogram. Karakteristicne veliCine su potencijali katodnog i anodnog
strujnog vrha, (Epa 1 Epk), Vvisine katodnog i anodnog strujnog vrha, (jea 1 jpk), te razlika

potencijala strujnih vrhova (AEp).

(\.‘: Far;?dajska Epa
S struja
3 3
| Kapacitivna
= struja
e iR T ..... /“M

E/mV )

Slika 10. Cikli¢ki voltamogram.

Visina strujnog odziva u cikli¢koj voltametriji ovisi ol*®l:
1. koncentraciji elektroaktivne vrste u otopini;
2. broju razmijenjenih elektrona;
3. povrsini radne elektrode;
4. ¢imbenicima koji odreduju brzinu difuzije odnosno koncentracijski gradijent, uz

povrsinu elektrode.

Kapacitivna struja nastaje uslijed postojanja elektricnog dvosloja pri ¢emu dolazi do
polariziranja elektrode, ali ne i do odvijanja elektrokemijske reakcije. Kod dovoljno visokih
struja prevladava Faradajska struja koja nastaje uslijed izmjene naboja na granici faza
elektroda/elektrolit, te dolazi do odvijanja elektrokemijske reakcije. Daljnjom polarizacijom
radne elektrode raste parcijalna komponenta anodne struje, odnosno struja oksidacije sve dok
se ne postigne maksimalna vrijednost, ipa. Zatim slijedi smanjenje vrijednosti parcijalne
anodne komponente struje, ali se i dalje odvija reakcija oksidacije sve dok ne dodemo u
podru¢je negativnih prenapona, kada se potencijal radne elektrode negativira, pri cemu
parcijalna katodna komponenta struje tj. struja redukcije raste sve do vrijednosti katodnog
strujnog vala, ip. Radna elektroda se zatim lagano pozitivira do pocetne vrijednosti i prekida
se elektrokemijska reakcija. Daljnim pozitiviranjem i negativiranjem radne elektrode moze se

napraviti sljedeci ciklus mjerenja ciklickom voltametrijom.
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Procesi koji se odvijaju na elektrodi za vrijeme mjerenja ciklickom voltametrijom,
mogu se prema brzini prijenosa naboja svrstati u tri skupinel>16l:

1. Reverzibilan proces — prijenos naboja je puno brzi od difuzije, pa se na povrSini
elektrode u svakom trenutku uspostavlja ravnoteza dana Nernstovom jednadzbom.
Struja ovisiti o dopremi reaktanta do povrsine elektrode. Vazno je naglasiti da kod
reverzbilnih procesa odziv ciklickog voltamograma ne ovisi o brzini promjene
potencijala.

2. lIreverzbilian proces — prijenos naboja je jako spor u usporedbi s procesom difuzije. S
obzirom da je izmjena naboja spora struja slijedi Butler-Volmerovu kinetiku. Kod
ireverzbilnih procesa reakcija se provodi samo u jednom smjeru, te za razliku od
reverzibilnih reakcija, nedostaje jedan od strujnih vrhova u ciklickom voltamogramu,
najc¢esce katodni strujni vrh (slika 11).

3. Kvazireverzibilan proces — kod malih brzina promjena potencijala ponasa se kao
reverzibilan proces, a porastom brzine promjene potencijala dolazi do odstupanja od
reverzibilnog ponasanja. Izgled ciklickog voltamograma je identi¢an kao i kod

reverzbilnih procesa, ali signal odziva ovisi o brzini promjene potencijala.

I/A pacs.
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Slika 11. Strujni odziv za reverzibilan (a), ireverzibilan (b) i kvazireverzibilan (c) proces®l.
Ciklicka voltametrija najcesce se primjenjuju u istrazivanju elektrokemijskih procesa i

u analiticke svrhe. Te metode posebno su prikladne za utvrdivanje mehanizma

elektrokemijskih reakcija i reakcija koje prate elektrokemijsku reakciju.
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2.2.5. Elektrokemijska impedancijska spektroskopija

Mjerenje elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom zasniva se na primjeni
izmjeni¢no promjenjivog potencijala male amplitude (5-10 mV), te Sirokog opsega
frekvencija (1 mHZ — 1 MHz). Kao odziv prati se amplituda te fazni pomak izmjeni¢no
promjenjive struje iste frekvencije. Elektrokemijska impedancijska spektroskopija je
nedestruktivna tehnika temeljena na izmjenic¢noj struji (AC tehnika, engl. alternating current)
koja omogucava prikupljanje velikog broja informacija o ispitivanom elektrokemijskom
sustavu. NajceS¢e se koristi za istrazivanje i karakterizaciju fenomena korozije, gorivnih
Clanaka 1 baterija, premaza i vodljivih polimera, kemijskih modificiranih elektroda i
adsorpcijskih filmova, a u novije vrijeme za istrazivanje modifikacija elektroda temeljenih na
SAM-ovima.

U odnosu na DC tehnike (eng. dirrect current) koje se temelje na istosmjernoj struji,
elektrokemijska impedancijska spektroskopija omogucava prouc¢avanje mehanizma reakcije i
mjerenje u otopinama niske vodljivosti jer ne dolazi do stvaranja elektrokemijskog dvosloja,
odnosno promjene stanja povrsine elektrode i njezine okoline kao §to je to slucaj kod DC
tehnika. Kod tehnika temeljenih na teoriji istosmjerne struje otpor je definiran Ohmovim

zakonom:

E
R = 7 (23)

E = napon (V), R = omski otpor (2), | = jakost struje (A)

Upotrebom Ohmovog zakona moze se, uz pobudni potencijal 1 izmjerenu struju
izraCunati otpor ili odrediti bilo koju drugu veli¢inu ove jednadzbe ako su ostale dvije
poznate. Dakle, u DC elektricnom krugu otpornik je jedini element koji zaustavlja, to jest
sprjecava protjecanje elektrona. U AC teoriji, gdje je frekvencija razli¢ita od nule, definiramo
impedanciju, Z:

E
Z = 7 (24)

E = napon (V), Z = impedancija (), | = jakost struje (A)

Osim otpornika, u AC elektricnom krugu zavojnice i kondenzatori ometaju tok

elektrona. U nekom elektrokemijskom sustavu, tok elektrona mogu sprijeciti spora kinetika
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elektrokemijske reakcije i difuzija, koji se mogu analogno razmatrati otpornicima,

kondenzatorima i zavojnicama koji pruzaju otpor protjecanju elektrona u AC krugu.

Na slici 12. prikazan je sinusoidalni val potencijala E primijenjen kroz neki krug i
rezultiraju¢i AC strujni val, I. U slucaju mreze Cistih otpornika, ta dva vala ne bi bila
pomaknuta, tj. bila bi to¢no u fazi, razlikuju¢i se samo po amplitudi. Takav strujni sinusoidni

val moze se opisati jednadzbama:

I(t) = Asin(wt + 6) (25)
E(t) = Asinwt (26)
w = 2nf (27)
I(t) = trenutacna struja (A), o = kutna frekvencija (rad s),
A = maksimalna amplituda, f = frekvencija (s),
t = vrijeme (), 6 = fazni pomak (rad),

E(t) = trenutaéni potencijal (V).

E I

Slika 12. AC val za narinuti potencijal i rezultirajuéu strujul*’l,

Za pomnije tumacenje rezultirajuce krivlje (slika 12) primjenjuje se vektorska analiza
(slika 13). Impedanciju mozemo izraziti kao kompleksan broj gdje otpor predstavlja realnu
komponentu, Z', a kapacitet i induktivitet ¢ine imaginarnu komponentu, Z" . Izmjenicna struja

koja prolazi kroz otpornik nije pomaknuta u fazi u odnosu na napon tj. fazni kut je nula. Za
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prolazak izmjeni¢ne struje kroz kondenzator, strujni val je pomaknut za g(90°) u odnosu na

naponski val. Kod zavojnice, strujno fazni pomak se razlikuje za —g od napona.

Dakle, impedancija elektrokemijskog sustava je kompleksni broj koji mozemo izraziti

ili u polarnim ili u Kartezijevim koordinatama.

¥}

Re

Slika 13. Vektorska analiza sinusoidalne krivulje za AC strujni val.

Iz vektorske analize mozemo odrediti iznos ukupne impedancije kao i vrijednost
faznog kuta. Ukupna vrijednost impedancije jednaka je apsolutnoj vrijednosti impedancije,
|Z], koja se moze izraCunati primjenom Pitagorinog poucka za pravokutan trokut, a fazni

pomak se definira kao tangens kuta omjera impedancije imaginarne i realne komponente:

1Z| =~NZ"+Z" (28)
tan§ = 2 (29)
VA4
zZn
6 = arctan (Z) (30)

Analizu impedancijskih odziva provodimo pomoc¢u ekvivalentnih krugova koji
predstavljaju spoj razli¢itih elektricnih elemenata povezanih serijski ili paralelno. Svaki
elektrokemijski proces moze se predoc€iti odgovaraju¢im ekvivalentnim krugom. Kao S§to je
ve¢ navedeno neki opéeniti AC strujni krug ¢ine otpornik, R, kondenzator, C i zavojnica, L
(slika 14). Svaki od tih elemenata pruzaju odredeni otpor. Ukupan otpor AC strujnog kruga
definira impedanciju, Z.
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Slika 14. Najjednostavniji RLC strujni krug™®l.

U elektrokemijskim ispitivanjima gotovo nikada ne susre¢emo induktivni efekt pa ga
necemo dalje razmatrati. Podatke dobivene elektrokemijskom impedancijskom
spektroskopijom najce$ée prikazujemo Nyquistovim i Bodeovim dijagramom. Nyquistov
prikaz (slika 15) predstavlja ovisnost imaginarne komponente, Z", u odnosu na realnu

komponentu, Z’, za svaku izmjerenu frekvenciju.

-Z" smanjenje frekvencije .
()] = —I
LR
S
/ \ .
0 Real Bei+Rel  7°

Slika 15. Nyquistov prikaz!*l.

Rel predstavlja otpor elektrolita, odnosno otpor izmedu radne i referentne elektrode, Rct
je otpor prijelazu naboja ili polarizacijski otpor, a vrijednost Cq predstavlja kapacitet
elektrokemijskog dvosloja na granici faza elektroda/elektrolit. Na visokim frekvencijama
impedancija je uvjetovana otporom elektrolita i otporom prijelaza naboja, dok na niskim

frekvencijama impedancija je uvjetovana €istim otporom.
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Dakle, pri najvi§im i najnizim frekvencijama ponasanje ¢elije odredeno je otporima.
Pri visokim frekvencijama imaginarne komponente vrlo su male, a fazni kut je blizu 0°. U
srednjem frekvencijskom podrucju, celija postaje vise kapacitivna. Priblizavanjem ka
podrucju nizih frekvencija raste imaginarna komponenta, fazni kut priblizava se 90° i1
ponasanje celije postaje ovisno o frekvenciji. Nedostatak Nyquistovog dijagrama je u
¢injenici da nije vidljivo na kojoj frekvenciji je snimljena odredena tocka, te nije moguce

ocCitati kapacitet niti ga izraCunati bez poznavanja kutne frekvencije, .

U realnim sustavima dobiveni polukrugovi u Nyquistovom dijagramu mogu se nalaziti
ispod apscise. Takve sniZzene polukrugove objasnjavamo prirodom ispitivanog sustava,
odnosno smatra se da takvi odzivi nastaju zbog raspodjele naboja po elektrodi uslijed
nehomogenosti povrSine (slika 16). Prema tome kondezator poprima vrijednost, Cq", gjde n
predstavlja faktor pokrivenosti povrsine, odnosno nehomogenost povrsine elektroda. Ako je n

= 1 onda se sustav ponasa kao idealni kondenzator.

10
e 0,8 h

/ o \

z" 06 \
/) 0,5 ‘ \

/ - \

"’ // \\\

ZI

Slika 16. Nyquistov prikaz odziva sustava u ovisnosti o parametru n.

Utjecaj difuzije ionskih vrsta na elektrodi tj. impedanciju koju taj proces izaziva
nazivamo Warburgovom impedancijom, Zy. Vrijednost Warburgove impedancije ovisi o0
frekvenciji pobude. Pri visim se frekvencijama vrijednost smanjuje zbog male debljine
difuzijskog sloja, dok se pri nizim frekvencijama ova vrijednost povecava. Ekvivalentan
strujni krug elektrokemijskog sustava u kojoj je uklju¢ena Warburgova impedancija naziva se

Randlesov strujni krug koji je prikazan na slici 17.
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fars

Slika 17. Randlesov strujni krug!!.

Niz realnih sustava jo$ je uvijek nedovoljno istrazen, te se Cesto ekvivalentni strujni
krugovi i dobivene impedancijske jednadzbe poznatih sustava primjenjuju prilikom analize
nepoznatih. Tada se Cesto javlja problem identifikacije prave strukture ispitivanog sustava
samo na osnovu eksperimentalnih podataka, jer razli¢iti strujni krugovi mogu imati isti
impedancijski spektar unutar odredenog frekvencijskog podrucja. Za razliku od Nyquistovog
prikaza, Bodeov prikaz (slika 18) omogucuje odredivanje impedancije koja ovisi samo o
kapacitetu elektrokemijskog dvosloja. Bodeovim prikazom opisuje se ovisnost ukupne,

odnosno apsolutne impedancije o logaritamskoj vrijednosti kutne frekvencije.

log IZ| e
zi= & e o
dl | -
R+R

el " cof

el

—rr = Dn

Slika 18. Bodeov prikaz!?",
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2.3. Povrsinski samoformirajuci monoslojevi

Sredina 20. stoljeca bila je vrlo znaCajna za razvoj povrSinski samoformirajucih
monoslojeva (engl. self assembled layers, SAM-ove). Jos 1940-ih godina grupa znanstvenika
koje su predvodili W.C. Bigelow i W.A. Zisman proucavali su nekoliko spojeva koji mogu
Ciniti monoslojeve na povrSini odredenog supstrata. Jedan od prvih opisanim
samoformiraju¢ih monoslojeva bila je molekula heksadekana adsorbirana na povrsini platine.
Velika prednost SAM-ova nad klasi¢nim supstratima je u c¢injenici da modificiranjem
povrSine mozemo poboljsati svojstva supstrata. Tako primjerice klasi¢ne ugljikove elektrode
nisu dostatne za elektroanalizu velikog broja elektroanalitickih vrsta radi nedovoljne
selektivnosti, reproducibilnosti i nepotpunosti reakcije na povrSini elektrode Sto ima za
posljedicu nestabilnost i slabu osjetljivost odziva prema vecini ionskih, odnosno molekulskih
vrstal?!l. Stoga se za povrsinsku modifikaciju dodaju razli¢iti spojevi koji ubrzavaju prijenos
elektrona izmedu elektrode i elektroaktivne tvari. NajceS¢e se za modifikaciju ugljikove

elektrode koriste ftalocijanidi, cikli¢ki ligandi ili organski medijatori, odnosno enzimi.

Do danas su istrazene brojne vrste SAM-ova, medu kojima su najpoznatiji tiolni
samoformiraju¢i monoslojevi na povrsini zlata, alkil triklorsilana na hidroksiliranim

povrSinama, te alkil fosfonatni samoformiraju¢i monoslojevi na povrsini cirkonija.

2.3.1. Definicija i priprema

Samoformiraju¢i monoslojevi su zapravo tanki organski slojevi, debljine nekoliko
nanometara, a predstavljaju idealan sustav za modificiranje fizikalno-kemijskih svojstava
povrsine elektrode i proucavanja medufaznih procesa. SAM-ovi omogucuju dizajniranje
raznih pozeljnih svojstava povrSine. Mogucnosti sinteze organskih molekula, gotovo bez
ograni¢enja, sa Zeljenom strukturom 1 funkcionalno$¢u uz sofisticiranu tehnologiju depozicije
slojeva omogucavaju proizvodnju elektri¢nih, optickih i bioloski aktivnih komponenti na
nanometarskoj skali. S takvim funkcionaliziranim povrSinama mogucée je razvijati nove

senzore, detektore i komponente elektronickih sklopova.

Za razliku od klasi¢nih tankih organskih filmova koje su razvili Langmuir i Blodgett

(slika 19), SAM-ovi nastaju spontanom kemisorpcijom organskih molekula iz razrijedenih
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otopina na povrsini supstrata (slika 20). Organske molekule se zatim spontano organiziraju U
stabilan, dobro ureden, gusto pakiran monosloj. Langmuir-Blodgett slojevi nisu termicki
stabilni, te nisu kemijskim vezama adsorbirani na povrsini supstrata, stoga imaju tendenciju

mijenjena fizikalno-kemijskih svojstava povrsine.

Slika 19. Prikaz Langmuir-Blodgett slojeval?2.

zavrina funkcionalna

P ) -
S—— L&} CZi (/J / [/’ {/' (/‘, @D ccihezijska skupina
£ (%Q \3 ,

molekule u otopini povriinski samoformirajuci monoslojevi

i
otopina

Slika 20. Shematski prikaz pripreme povrsinski samoformiraju¢ih monoslojeva na povrsini

supstratal?3],

Nastajanje monoslojeva odvija se u dva stupnja: prvo dolazi do spontane kemisorpcije
organskih molekula iz razrijedene otopine na ¢vrsti supstrat koja se odvija u nekoliko minuta.
Zatim slijedi drugi stupanj u kojem dolazi do spontane reorganizacije adsorbiranih molekula u

gusto pakiran monosloj, sto obi¢no traje od nekoliko sati do nekoliko dana.
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2.3.2. Strukturna obiljezja

Opcenito strukturna obiljezja samoformiraju¢ih monoslojeva ¢ine tri strukturne podjednice

(slika 21):

1. Adhezijska skupina ili povrSinski aktivna ,glava“ koja je kemijskom vezom
imobilizirana na povrsini supstrata. Postoji nekoliko adhezijskih skupina koja se vezu
na odredene metale, metalne okside ili polumetale. Tako se primjerice organosilikati
vezu na hidroksiliranim povr$inama pomocu Si-O veza, tioli se vezu na povrSinu zlata
preko Au-S veze, a karboksilne kiseline se vezu na povrSini srebra pomoéu COO Ag*
ionske veze.

2. Okosnica, odnosno alkilni lanac koji povezuje adhezijsku skupinu s terminalnom
skupinom. Ovaj dio SAM-a utjeCe na intermolekularne interakcije i orijentaciju
molekula. Nadalje, alkilni lanac moze osigurati dobro definiranu debljinu sloja kao i
utjecati na elektri¢énu provodljivost.

3. Zavrsna ili terminalna skupina koja odreduje razli¢ita kemijska svojstva kao $to su
povrsinski naboj, hidrofilni odnosno hidrofobni karakter, reaktivnost i sl. SAM-ovi su

najcesce terminirani karboksilnim, aminskim, hidroksilnim ili nitrilnim skupinama[23].

Terminalna skupina (-NH,, -COOH, -CN, -OH)

§ 5 g § ; Alkilni lanac
@ B__MA Q-

Adhezijska skupina
Povrsina

supstrata
(Au, Ag, Pt...)

Slika 21. Strukturne podjednice SAM-al?4l,

Mozemo re¢i da je osnovna pokretacka sila za formiranje ovakvih filmova specificna
interakcija izmedu povrSinski aktivne ,,glave* i povrSine supstrata. Te interakcije su vrlo jake,

Sto ¢ini samoformiraju¢e monoslojeve vrlo stabilnim.
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2.3.3. Tiolni samoformirajuci monoslojevi na povrsini zlata

Tiolni SAM-ovi na povrsini zlata su zapravo najvise istrazivana skupina SAM-ova, a
nastaju adsorpcijom alkantiola na povrSini zlata. Takoder, zlato se najceS¢e koristi kao
supstrat jer dobro definira povrSinski samoformiraju¢e monoslojeve uz moguénost
jednostavne modifikacije. Prednosti zlata kao supstrata su: relativno laka nabava, inertnost i
netoksi¢nost za zivi organizam. Kemisorpcija alkantiola na povrsini zlata ostvaruje se
kidanjem sulfidrilne veze pri ¢emu se dalje sulfidnom vezom alkantiol adsorbira na povr$ini
zlata, tvore¢i iznimno jaku Au-S vezu koja osigurava stabilnost monosloja i veliku
pokrivenost povrsine. Proces samoformiranja tiola, RSH, mozemo predociti kao reakciju

redukcije vodika iz S-H veze uz istovremenu oksidaciju zlata 3to prikazuje jednadzbal®!:
RSH + Au — RS — Au + 2 H, (31)

Priprema samoformiraju¢ih monoslojeva tiola na zlatu je popularna iz sljedeéih razloga:
1. priprema SAM-ova je jednostavna, pouzdana i reproducibilna;

2. jednostavno se kontroliraju faktori koji utjeu na gustoéu povrsinskog sloja

(funkcionalne skupine);
3. osiguravaju moguénost proizvodnje razli¢itih vrsta biosenzora.

U ovom radu ispitivano je formiranje slojeva cisteamina, L-cisteina i n-acetilcisteina
na povrsini zlatne elektrode. Svaka od navedenih molekula sadrzi karakteristi¢énu sulthidrilnu,
odnosno tiolnu funkcionalnu skupinu. Medutim, cisteamin kao terminalnu skupinu ima samo
amino skupinu, dok su L-cistein i n-acetilcistein terminirani karboksilnim i aminskim
skupinama. N-acetilcistein, za razliku od L-cisteina, sadrzi i acetilnu skupinu. Ciklicki
voltamogrami takvih modificiranih elektroda imaju otprilike od 5 do 30 % manji strujni odziv
u odnosu na ¢istu zlatnu elektrodu i vecu razliku potencijala vrhova vala, odnosno veéi otpor

prijelazu naboja u impedancijskom spektru.

Vezanjem SAM-ova za povrSinu zlatne elektrode nastaju stabilni i dobro uredeni
monoslojevi, no elektrokemijskim ispitivanjima ciklickom voltametrijom i elektrokemijskom
impedancijskom spektroskopijom uoceno je da nije postignuta potpuna pokrivenost povrsine.
Na dijelovima neprekrivene povrSine dogadaju se elektrodne reakcije koje su se pritom

proucavale spomenutim elektrokemijskim tehnikama.
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2.3.4. Kemisorpcija cisteamina na povrsini zlatne elektrode

Cisteamin je najjednostavniji  predstavnik aminotiola. Nastaje spontanom
degradacijom L-cisteina ili reakcijom sumporovodika s etilaminom. Na slobodnom trZistu
dolazi u obliku soli kao tartarat ili hidroklorid, poznat pod trgova¢kim imenom Cystagon.
Koristi se za lijeCenje cistinurije, genetski nasljedne bolesti koja dovodi do pretjeranog
izlu€ivanja cisteina u ljudskom organizmu pri ¢emu u bubrezima moze do¢i do nastanka tzv.
cisteinskog kamencal?®l, Takoder, cisteamin je neophodna prete¢a za sintezu koenzima A koji

je odgovoran za metabolizam ugljikohidrata, masti i proteina.

Kako cisteamin u svojoj strukturi sadrzi i amino i sulfhidrilnu funkcionalnu skupinu,
moguca je ionizacija u tri stupnja. Pri niskim pH vrijednostima terminalna amino skupina biti
¢e pozitivnho nabijena, dok pri dovoljno visokom pH dolazi do ionizacije slufihidrilne
funkcionalne skupine, a terminalna amino skupina postaje deprotonirana (slika 22). Cisteamin
se na povrsinu zlatne elektrode veze preko sulfhidrilne funkcionalne skupine, kao Sto je

prikazano na slici 23.

HN—CH,—CH,—SH ? HN—CH,—CH,—SH ?HEN— CH,—CH,—§’
pi; By

Slika 22. lonizacija fukcionalnih skupina molekule cisteamina u ovisnosti o pH.

T

H—"HD)—NH

_ g °F

>
=

Slika 23. Kemisorpcija cisteamina na povrsini zlata.
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2.3.5. Kemisorpcija L-cisteina na povrSini zlatne elektrode

L-cistein je kemijski spoj koji spada u skupinu neesencijalnih aminokiselinal®’,
Medutim, kod osoba oboljelih od odredenih metabolic¢kih bolesti (malapsorpcijski sindrom),
dolazi do poremecaja u biosintezi L-cisteina, te se mora dodatno unositi u organizam
visokoproteinskom prehranom poput jaja, mlijeka, piletine, brokule i dr. Kao i svaka
aminokiselina sadrzi karboksilnu i aminsku funkcionalnu skupinu, a u boénom ogranku sadrzi
i sulthidrilnu skupinu. Vrlo je vazan u ljudskom organizmu jer tiolni pobo¢ni lanci sudjeluju u
enzimskim reakcijama, sluze¢i kao nukleofil. Takoder, sulfhidrilna veza u molekuli cisteina je
podloZzna oksidaciji pri ¢emu nastaje disulfidni derivat cistin koji ima vaznu ulogu u

stabilizaciji proteina zbog nastanka stabilnih disulfidnih mostova medu pobo¢nim lancima.

Zbog posjedovanja aminske, karboksilne i sulfhidrilne funkcionalne skupine, L-cistein
ionizira u Cetiri stupnja (slika 24). Kao i kod cisteamina, pH mora biti dovoljno luznat kako bi
se deprotonirala sulfhidrilna skupina, a aminska skupina postala neutralno nabijena. Takoder,
dolazi i do deprotoniranja karboksilne terminalne skupine koja u konac¢nici postaje negativno

nabijena, ¢ime odreduje povrSinski naboj tako modificirane zlatne elektrode (slika 25).

HN—CH —COOH HN—CH —COOH HN—CH —COG HN—CH —COG"
| | | |
CH » CH » CH » CH
| ? PE; ‘ 2 PE; | 2 ks | 2
SH SH SH 3

Slika 24. lonizacija fukcionalnih skupina molekule L-cisteina u ovisnosti o pH.

HN—CH,—COC

CH

2

S
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Slika 25. Kemisorpcija L-cisteina na povrsini zlata.

27



2.3.6. Kemisorpcija n-acetilcisteina na povrsini zlatne elektrode

N-acetilcistein je acetilni analog L-cisteina, gdje je acetilna skupina vezana za dusikov
atom amino terminirajuce funkcionalne skupine. Posjeduje snazna antioksidativna svojstva, te
je vrlo vazan za zastitu jetre. Takoder je preteca za sintezu glutationa koji je jedan od najjacih
poznatih antioksidansa. N-acetilcistein jedan je od sekretolitika prve linije. Naime, razlaze
disulfidne veze u sluzi pri ¢emu razrjeduje gustu i ljepljivu bronhijalnu sluz te tako olaksava
iskasljavanje. Time se primjenjuje kao lijek protiv bronhitisa, turbekuloze, upale pluca i

sli¢nih di$nih oboljenjal?®l,

Svaka od funkcionalih skupina n-acetilcisteina posjeduje svojstvo ioniziranja pri
razli¢itim pH vrijednostima (slika 26). Kao i kod prethodnih tiola, n-acetilcistein takoder
formira monoslojeve na povrsini zlata tek u luznatom mediju. U konacnici, sulfidnom vezom
se adsorbira na povrsini zlata (slika 27), a terminirajuca karboksilna skupina ostaje negativno
nabijena pri ¢emu ostavlja moguénost dodatnog vezanja nekih metalnih kationa na veé
samoformiraju¢i monosloj.

HN— CH —COOH HN— CH —COOH HN— CH —CO0' HITI— CH —COO
| | |
(‘3=0 CH, m» ‘|3=0 CH, » (|3=0 CH, ml- “3=0 (‘:Hj
| | | |

K
CHy ¢ ' CHy ¢ 7 CH, ; CH, .-

Slika 26. lonizacija fukcionalnih skupina molekule n-acetilcisteina u ovisnosti o pH.
O

H,C—C—HN— CH —CO0O’

CH,

S
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Slika 27. Kemisorpcija n-acetilcisteina na povrsini zlata.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Popis kemikalija koje su uporabljene u eksperimentalnom radu.

e Kalijev heksacianoferat(ll) trihidrat, p.a. ¢istoCe, proizvoda¢: Kemika, Hrvatska

e Kalijev heksacianoferat(lll), p.a. ¢istoce, proizvodaé¢: Kemika, Hrvatska

e Cisteamonijev klorid, p.a. ¢istoce, proizvodac: Merc-Schunchardt, Njemacka

e n-acetilcistein, > 99% Cistoce, proizvodac: Sigma-Aldrich, Kina

e L-cistein, p.a. Cistoée, proizvodac¢: Merck KGaA, Njemacka

e Fosforna kiselina, w = 85%, p = 1,71 g cm?, proizvodaé: T.T.T. Sveta Nedjelja,
Hrvatska

e Ledena octena kiselina, w = 90%, p = 1,05 g cm™, proizvoda¢: Alkaloid, Makedonija

e Perklorna kiselina, w = 71%, p = 1,68 g cm™, proizvodad: Merck KGaA, Njemacka

e Borna kiselina, p.a. Cisto¢e, proizvoda¢: Kemika, Hrvatska

Za pripremu odgovarajucih otopina koristena je dvostruko deionizirana voda iz Millipore-

MiliQ sustava, elektri¢ne provodnosti, x = 0,058 uS cm™.

3.2. Instrumentacija

Za vaganje koristena je analiticka vaga (Kern ALJ 120-4, Njemacka). Mjerenje pH
otopina pufera provedeno je pH-metrom (slika 28) modela MA 5740 (Iskra, Slovenija).
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Slika 28. pH-metar za mjerenje pH puferskih otopina (lijevo) i analiticka vaga (desno).

Elektrokemijska ispitivanja provedena su pri sobnoj temperaturi, t = 22 + 2°C u
troelektrodnoj elektrokemijskoj ¢eliji koja se sastoji od radne elektrode, referentne elektrode i
protuelektrode. Kao radna elektrode koristila se zlatna elektroda, Ag|AgCl|3M KClI, koristena
je kao referentna elektroda, a elektroda od platinskog lima sluZila je kao protuelektroda (slika

29).

Slika 29. Elektrokemijska Celija s troelektrodnim sustavom.

Za mjerenje ciklickom voltamterijom i elektrokemijskom impedancijskom
spektroskopijom (slika 30) koristen je potenciostat (Princeton Applied Research (PAR), SAD)
model 263A u sprezi s frekvencijskim faznim detektorom (PAR, SAD, model 1025) koji su

spojeni na osobno racunalo radi prikupljanja i modeliranja eksperimentalnih podataka.
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Slika 30. Mjerni uredaj koji je koristen za mjerenje ciklickom voltametrijom i

elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom.

3.3. Priprema otopina poznatih koncentracija

Briton-Robinsonovi puferi®® pripremljeni su u rasponu pH vrijednosti od 1,034 do
10,416 i to tako da je u odmijernoj tikvici od 250,00 mL pomijesano 0,67 mL fosforne
kiseline, 0,64 mL ledene octene kiseline i 0,6183 grama borne kiseline, te nadopunjeno do
oznake MiliQ vodom. 25,00 mL tako pripremljene otopine preneseno je u nekoliko plasti¢nih
bocica u kojima se dodatkom 5 mol dm= otopine NaOH provelo podesavanje Zeljene pH

vrijednosti puferske otopine uz kontrolu pH-metrom.

10 mmol dm otopina K4Fe(CN)s pripremljena je kvantitativnim prenosenjem 0,0423
grama KsFe(CN)e*3 H2O u odmjernu tikvicu volumena 10,00 mL. Radi sprijeCavanja

oksidacije u kalijev heksacianoferat(III), koriStena je tamna odmjerna tikvica.

10 mmol dm otopina KsFe(CN)s pripremljena je otapanjem 0,0329 grama kalijeva

heksacianoferata(l11) u odmjernoj tikvici volumena 10,00 mL.
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Otopine heksacianoferata(Il) i heksacianoferata(Ill) sluzile su kao redoks par u

elektrokemijskim mjerenjima te su priredene svjeze neposredno prije pocetka mjerenja.

Vodena otopina cisteamina (CSA) koncentracije 10 mmol dm™ pripremljena je
otapanjem 0,0114 grama cistamonijevog klorida u odmjernoj tikvici volumena 10,00 mL.

10 mmol dm= otopina n-acetilcisteina (NAC) u vodi priredena je otapanjem 0,0163

grama n-acetilcisteina u odmjernoj tikvici od 10,00 mL.

Otopina L-cisteina (CYS) koncentracije 10 mmol dm= priredena je u odmjernoj

tikvici, volumena 10,00 mL kvantitativnim preno$enjem odvage L-cisteina od 0,0121 grama.

3.4. Priprema zlatne elektrode

Neposredno prije pocetka mjerenja potrebno je mehanicki, kemijski i1 elektrokemijski
ocistiti radnu (zlatnu) elektrodu. Mehanicko ¢iSéenje elektrode podrazumijeva poliranje zlatne
elektrode s korundom (Al>Oz) promjera ¢estica 0,38 um u trajanju od 15 minuta kako bi se
postigao zrcalni povrSinski sjaj. Nakon mehani¢kog c¢is¢enja slijedi kemijsko ciscenje.
Elektroda se najprije ispire s MiliQ vodom, a zatim slijedi namakanje elektrode u piranja
otopini pripremljenoj mjesanjem otopine vodikova peroksida (w = 30%) i koncentrirane
sumporne kiseline u volumnom omjeru 1:3, u trajanju od dvije minute. Naposljetku se izvodi
elektrokemijsko ¢iSenje koje se provodi u otopini perklorne kiseline koncentracije, ¢ = 0,1
mol dm, u elektrokemijskoj éeliji s troelektrodnim sustavom. Cikliziranjem se uklanja
moguénost postojanja sloja zlatnog(l11) oksida (Au203) koji bi otezao formiranje alkantiolnih
monoslojeva na povrsini zlatne elektrode. Cikliziranje je provedeno u podrucju potencijala od
-0,200 V do +1,200 V uz brzinu promjene potencijala od 50 mV s1. Elektrokemijsko &iséenje

provedeno je u nekoliko ciklusa sve dok nije dobiven stabilan cikli¢ki voltamogram.

Kako su testirani monoslojevi za tri razli¢ita spoja, CSA, NAC i CYS modificirana
elektroda pripremana je mocenjem zlatne elektrode 48 sati u otopini odgovarajuceg spoja. Na
kraju mjerenja monosloj se mehanicki skida poliranjem s korundom i ispire s MiliQ kako bi se

elektroda pripremila za nanoSenje novog monosloja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Karakterizacija zlatne elektrode

Na slici 31. prikazan je ciklicki voltamogram zlatne elektrode u otopini perklorne
kiseline koncentracije, ¢ = 0,1 mol dm™. Uo¢ljivi su anodni i katodni strujni valovi koji
upucuju na oksidaciju zlata do zlatnog(l1l) oksida, a zatim njegovu redukciju do elementarnog
zlata. Katodni strujni val na potencijalu od ~ 830 mV odgovara redukciji monosloja zlata.
Takav katodni i anodni strujni val karakteristi¢an je za zlatnu elektrodu poput otiska prsta
(engl. fingerprint = otisak prsta). Stvarnu povrsinu zlatne elektrode mozemo izracunati
integriranjem katodnog vrha vala pretpostavljajuéi koli¢inu naboja od 482 pC cm? koja je

potrebna za redukciju monosloja zlata.
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Slika 31. Cis¢enje zlatne elektrode u 0,1 mol dm™ otopini perklorne kiseline uz brzinu

promjene potencijala, v=50 mV s\,

Slika 32. prikazuje ciklicke voltamograme za razlicite brzine promjene potencijala (v =
5,10, 20, 30, 100, 200, 300, 500, 1000 mV s!) snimljene u otopini koja sadrzi 8 mL fosfatnog
pufera pH = 7,01 te po 1 mL 10 mM otopina kalijeva heksacianoferata(Il) i kalijeva
heksacianoferata(Ill). Uocava se da porastom brzine promjene potencijala raste anodni
odnosno katodni strujni vrh. Porast struje povezan je s vremenom trajanja elektrolize. Kako se

povecanjem brzine promjene potencijala smanjuje vrijeme trajanja elektrolitskog procesa
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(bilo anodnog ili katodnog), koncentracija heksacianoferata(Il) odnosno heksacianoferata(III)
neposredno uz elektrodu se neznatno promjeni. Kod nizih vrijednosti brzina promjene
potencijala trajanje elektrolize je duze te se znac¢ajno smanjuje koncentracija elektroaktivnih
tvari neposredno uz elektrodu S§to rezultira i manjom strujnim odzivnom. Naime, doprema
elektroaktivnih vrsta do povrSine elektrode kontrolirana je samo difuzijom iz mase otopine

prema elektrodi.

1/ uA

Slika 32. Cikli¢ki voltamogrami snimljeni pri razliitim brzinama promjene potencijala. Kao
elektrolit rabljena je otopina fosfatnog pufera pH = 7,01 te 10 mM otopine kalijeva
heksacianoferata(Il) i kalijeva heksacianoferata(Ill). Brzine promjene potencijala: 5 (1), 10,

20, 30, 100, 200, 300, 500, 1000 mV s (9).

Iz odnosa vrijednosti vr$nih anodnih strujnih valova o drugom korijenu primijenjenih
brzina promjena potencijala moze se =zaklju¢iti pod kojim se uvjetima se odvija
elektrokemijski proces na elektrodama. Kada je ovisnost vrijednosti vr$nih struja o drugom
korjenu brzine promjene potencijala linearna tada kazemo da je proces kontroliran difuzijom
(slika 33), odnosno brzina izmjene naboja je najbrzi proces dok je prijenos mase (difuzija)

najsporiji proces.
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Slika 33. Ovisnost vrs$nih struja anodnog strujnog vala o drugom korijenu primijenjenih

brzina promjena potencijala.

4.2. Karakterizacija zlatne elektrode modificirane s CSA

Istrazivanje formiranja monosloja CSA na zlatnoj elektrodi provedeno je metodom

ciklicke voltametrije u 10 mmol dm™

otopini kalijeva heksacianoferata(Il) i kalijeva
heksacianoferata(Ill). Otopine su pripravljene u acetatnom puferu (pH = 4,5) 1 amonijacnom

puferu (pH = 8,5).
JednadZba elektrokemijske reakcije na elektrodi prikazana je izrazom:
[Fe(CN)6 ]+ ¢ — [Fe(CN)6 |* (32)

Ukoliko bi doSlo do modificiranja povrSine Au elektrode slojem CSA strujni odziv
takve elektrode pri niskoj vrijednosti pH trebao bi porasti poradi protoniranosti amino skupine
cisteamina. Protoniranjem molekule kojom je modificirana zlatna elektroda povecava se
koli¢ina pozitivnog naboja na povrsini elektrode. Pove¢anjem pozitivhog naboja na povrsini
povedéava se privlaéna sila s negativno nabijenim redoks parom [Fe(CN)¢]*>  / [Fe(CN)s]* u
otopini. Iz slika 34 1 35. vidljiv je porast vrijednosti strujnog odziva za modificiranu elektrodu
u odnosu na ¢istu Au-elektrodu za obje testirane puferske otopine, $to upucuje na €injenicu da
disocijacija amino skupine na cisteaminu pocinje pri vi§im pH vrijednostima odnosno da ¢e
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ocekivani pK, biti na pH vrijednostima ve¢im od 8,5. Takoder moZemo zamijetiti i smanjenje
razlike potencijala vrhova katodnog i anodnog vala izmjerenih primjenom modificirane
elektrode. Dok je u kiselom mediju razlika potencijala vrhova vala za nemodificiranu
elektrodu 240 mV, za modificiranu iznosi priblizno 62 mV, Sto je vrlo blizu idealnom
Nernstovom odzivu od 59 mV/z. Gotovo identi¢no ponaSanje modificirane elektrode vidljivo
je 1 u luznatom mediju, dok je zlatna elektroda pokazala vecu razliku potencijala anodnog 1

katodnog vala nego Sto je primije¢eno u kiselom podrucju.

2,0x10°
1,5x10° Au/cisteamin
1,0x10° H
5,0x107

0,0 4

I/A

-5,0x107
-1,0x10°

6

-1,5x10™

-2,0x10°

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/mV

Slika 34. Au i Au/CSA elektroda u acetatnom puferu, pH = 4,5 uz 10 mmol dm™ otopine
[Fe(CN)s]* i [Fe(CNe]*, uz brzinu promjene potencijala, v=50 mV s\,
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Slika 35. Au i Au/CSA elektroda u amonijaénom puferu, pH = 8,5 uz 10 mmol dm™ otopine
[Fe(CN)s]* i [Fe(CNe]*, uz brzinu promjene potencijala, v=50 mV s\,

Odredivanje pK, vrijednosti cisteamina vezanog na povrsini zlatne elektrode
provedena su mjerenjem metodom elektrokemijske impedancijske spektroskopije. Mjerenje je
provedeno pri konstatnom potencijalu od 200 mV uz izmjeni¢ni pobudni signal od + 5 mV u
frekvencijskom podrucju od 100 kHz do 100 mHz. Na slikama 36. 1 37. prikazan je Nyquistov
prikaz odredivanog sustava koji predstavlja ovisnost otpora imaginarne komponente, Zin,

prema otporu realne komponente, Z.
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Slika 36. Nyquistov prikaz impedancije koje su snimljene u 10 mmol dm™ otopinama
[Fe(CN)s]* / [Fe(CN)s]* u rasponu pH vrijednosti od 5,446 (1) do 10,416 (10) za Au/CSA

modificiranu elektrodu.
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Slika 37. Nyquistov prikaz impedancije koje su snimljene u 10 mmol dm™

[Fe(CN)s]* / [Fe(CN)s]* u rasponu pH vrijednosti manjim od 5,446.

otopinama

Pri niskim pH vrijednostima kada je amino skupina u molekuli cisteamina u
potpunosti protonirana, dolazi do elektrostatskih interakcija izmedu pozitivno nabijenog CSA

i negativno nabijenog redoks para [Fe(CN)s]* / [Fe(CN)s]*. Takvom ponaSanju odgovaraju
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niske vrijednosti impedancije, odnosno niske vrijednosti otpora prijelazu naboja. Povecanjem
pH vrijednosti dolazi do deprotonacije amino skupine $to se olituje povecanjem otpora
prijelazu naboja $to je u korelaciji sa §to manjom elektrostatskom interakcijom CSA s ionskim
parom [Fe(CN)s]* / [Fe(CN)s]*. Kada najvise dominiraju odbojne sile izmedu CSA i
negativno nabijenog redoks para [Fe(CN)s]* / [Fe(CN)s]* otpor prijelazu naboja bit ¢e
najvec¢i. Naglo povecanje otpora prijelaza naboja kod visokog pH prikazano je na slici 38.
koja graficki prikazuje promjenu otpora prijelaza naboja o pH. U kiselom podrucju male su
promjene u otporu prijelaza naboja jer su veliki doprinosi elektrostatskog privlacenja dok u
podrucju viseg pH deprotoniranje i negativiranje povrSine uzrokuju znatan porast otpora

prijelazu naboja.
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Slika 38. Ovisnost otpora prijalaza naboja o pH za Au/CSA modificiranu elektrodu.
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Slika 39. Vrijednosti otpora prijelazu naboja u ovisnosti o pH za Au/CSA modificiranu

elektrodu dobiveni interpolacijom pomocu racunalnog programa Origin.

Primjenom racunalnog programa Origin ostvarena je interpolacija veceg broja tocaka
izmedu diskretnih izmjerenih vrijednosti na grafu otpora prijelaza naboja vs pH (Slika 39).
Tek nakon toga izvedeno je deriviranje tako dobivene krivulje. Konstanta disocijacije, pKa,
CSA monosloja na povrsini zlatne elektrode odredena je primjenom prve derivacije na graf
funkcije R. vs. pH. Vrijednost pK, je odredena kao pH vrijednost pri kojoj krivulja postize
maksimum. Odredena vrijednost pK, = 9,50 vrlo je bliska pK, vrijednosti cisteamina od 10,75

koja je izmjerena u otopini (slika 40).
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Slika 40. Prva derivacija grafa funkcije R, vs pH za modificiranu Au/CSA elektrodu.
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4.3. Karakterizacija zlatne elektrode modificirane s NAC

Ispitivanje formiranja sloja NAC na zlatnoj elektrodi u acetatnom i amonija¢nom
puferu metodom ciklicke voltametrije provedeno je u podrucju potencijala od -200 mV do
600 mV. NAC u svojoj strukturi sadrzi jednu amino i jednu karboksilnu skupinu koja je pri
nizim vrijednostima pH protonirana. Iz slike 41. vidi se da je pri pH 4,5 strujni odziv
modificirane elektrode nizi od strujnog odziva nemodificirane zlatne elektrode. OcCito je to
posljedica deprotoniranja spomenute funkcionalne skupine molekule NAC Sto ukazuje na

njenu prisutnost na povrsini elektrode ¢ime se potvrduje i uspjesnost modifikacije povrsine.

2,0x10° 7 1 Au elektroda
1 2 Au-NAC elektroda
1,5x10° 4 VRN pH=4,5

1,0x10° A

5,0x107 -

I1A

0,0 4

-5,0x10”

-1,0x10°

-1,5x10°

-2,0x10° T r r r T . . . .

Slika 41. Au i Au/NAC elektroda u acetatnom puferu, pH = 4,5 uz 10 mmol dm™ otopine
[Fe(CN)6]* i [Fe(CNs]*, uz brzinu promjene potencijala, v =50 mV s’!

Ciklicki voltamogram Au/NAC elektrode u amonijatnom puferu ukazuje na znatno
smanjeni strujni odziv u odnosu na ¢istu Au elektrodu. NAC se u potpunosti deprotonirao u
luznatom mediju $to je povecalo iznos negativnog povrSinskog naboja. Velika elektrostatska
odbijanja izmedu redoks para [Fe(CN)s]*/ [Fe(CNg]* i deprotoniranog NAC uzrokuje

smanjeni strujni odziv jer je doslo do povecanja otpora prijelaza naboja.
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Slika 42. Au i Au/NACelektroda u amonijaénom puferu, pH = 8,5 uz 10 mmol dm™ otopine

[Fe(CN)s]* i [Fe(CNe]*, snimljeno uz brzinu promjene potencijala, v =50 mV s\,

Odredivanja pK, vrijednosti NAC-a vezanog na povrsini zlatne elektrode provedena su
mjerenjem metodom elektrokemijske impedancijske spektroskopije. Mjerenje je provedeno na
potencijalu od 200 mV uz izmjeni¢ni pobudni signal od + 5 mV u frekvencijskom podrucju
od 100 kHz do 100 mHz. Na slici 43. prikazan je Nyquistov prikaz modifikacije zlatne
elektrode s m-acetilcisteinom. Mjerenja provedena elektrokemijskom impedancijskom
spektroskopijom potvrduju cinjenice iz priloZzenih ciklickih voltamograma. Kapacitivni
polukrug koji ujedno predstavlja otpor prijelazu naboja (slika 43.) je ve¢i Sto je NAC vise

deprotoniran, a to je karakteristi¢no za viSe pH vrijednosti .
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Slika 43. Nyquistov prikaz impedancija za Au/NAC elektrodu koje su snimljene u 10 mmol
dm? otopinama [Fe(CN)s]*> / [Fe(CN)s]* u rasponu pH vrijednosti od 2,303(1) do 5,446(6).
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Slika 44. Ovisnost otpora prijalaza naboja o pH za Au/NAC modificiranu elektrodu

Kako bismo odredili pK, vrijednost koja odgovara NAC-u na povrSini zlatne elektrode
funkcionalnu ovisnost R, vs pH treba derivirati (slika 45). Deriviranje je provedeno nakon

interpoliranja kako bi se dobilo vise parova vrijednosti pogodnih za deriviranje.

40000 - A
] \
[
30000 + / \\
. [
2 20000 / \
e |
) |
10000 - / \\
o
IS [R—— ,./ .....................................
T T T T T T T T T T T T T T
2,0 2,5 3,0 35 4,0 45 5,0 55

Slika 45. Prva derivacija grafa funkcije Rt vs pH za modificiranu Au/NAC elektrodu

Izmjerena vrijednost pK, = 3,65 prilicno se dobro slaze s pK, vrijednos¢u NAC-a koja je

odredena u otopini i iznosi 3,10.
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4.4. Karakterizacija zlatne elektrode modificirane s CYS

Iz slike 46. vidi se da je pri pH 4,5 strujni odziv modificirane elektrode visi od
strujnog odziva nemodificirane zlatne elektrode. U amonija¢nom puferu, pH = 8,5, strujni
odziv modificirane elektrode je neSto manji $to je posljedica deprotoniranja amino terminalne

funkcionalne skupine §to nam potvrduje uspjesnost modifikacije povrsine (slika 47).
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Slika 46. Ciklicki voltamogrami za Au 1 Au/CYS elektrodu u kiselom puferu, pH = 4,5 uz 10

mmol dm™ otopine [Fe(CN)s]*" i [Fe(CNs]*. Brzina promjene potencijala, v=50 mV s’
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Slika 47. Ciklicki voltamogrami za Au i Au/CYS elektrodu bazicnom puferu, pH = 8,5 uz 10
mmol dm™ otopine [Fe(CN)¢]*" i [Fe(CNs]*. Brzina promjene potencijala, v =50 mV s

Odredivanje pK. vrijednosti L-cisteina vezanog na povrSini zlatne elektrode provedena
su mjerenjem metodom elektrokemijske impedancijske spektroskopije. Mjerenje je provedeno
na potencijalu od 200 mV uz izmjenic¢ni pobudni signal od £ 5 mV u frekvencijskom podrucju
od 100 kHz do 100 mHz. Na slici 48. prikazan je Nyquistov prikaz modifikacije zlatne

elektrode s L-cisteinom.
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Slika 48. Nyquistov prikaz impedancije koje su snimljene u 10 mmol dm?

[Fe(CN)6]*>" / [Fe(CN)6]* u rasponu pH vrijednosti od 1,834 do 5,446 za modificiranu
Au/CYS elektrodu.

otopinama
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Slika 49. Ovisnost otpora prijalaza naboja o pH za Au/CYS modificiranu elektrodu.

Iz prilozenog grafa funkcionalne ovisnosti otpora prijelazu naboja o pH (slika 49)
jasnije uocavamo porast otpora s pH. Kada je karboksilna i amino skupina u molekuli Z-
cisteina u potpunosti deprotonirana, promjena otpora prijelazu naboja o pH bit ¢e sve manja.
Prvom derivacijom te funkcionalne ovisnosti dobivamo graf (slika 50) iz kojega jasnije
uocavamo vrijednost pH, odnosno pK,, pri kojemu je L-cistein u obliku Zwitter iona na

povrsinu Au elektrode, a ona iznosi, pK, = 2,75.
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Slika 50. Prva derivacija grafa funkcije Ret vs pH za modificiranu Au/CYS elektrodu.

4.5. Analiza impedancijskih spektara

Analiza impedancijskih spektara provedena je nelinearnom metodom najmanjih
kvadrata prema odabranom elektricnom ekvivalentnom krugu (slika 51). Odabrani Randlesov
ekvivalentni strujni krug, koji dobro opisuje dobivene impedancijske spektre, sastoji se od
serijski spojenog otpora prijelazu naboja, R, 1 Warburgovog elementa, Zy. Warburgov
element opisuje otpor difuziji redoks-para odnosno impedanciju koja je njome uzrokovana u
paraleli s konstantno faznim elementom, Q. Q definira kapacitet dvosloja ili kapacitet SAM-a
uz otpor elektrolita pri ¢emu sadrZzi faktor n, koji opisuje pokrivenost monoslojeva na povrsini
zlatne elektrode, odnosno odstupanje kapaciteta dvosloja od idealnog ponaSanja, otpora
elektrolita, R, spojenog u seriji. Sva impedancijska mjerenja odredena su s obzirom na

geometrijsku povrsinu radne elektrode, 4 = 1,000 cm?.

Q Rgl
*—» ¢ V\/ 9
M—{Z

ct

Slika 51. Odabrani Randlesov ekvivalentni strujni krug.
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Parametri odredeni modelom Randlesovog, R(Q(RW)), ekvivalentog strujnog kruga za
sve ispitivane alkantiole dani su u tablici 2. Spojevi koji pri odredenoj pH-vrijednosti znatno
odstupaju od R(Q(RW)) modela strujnog kruga oznacene su sa zvjezdicom, *. Izuzetno niski

otpori elektrolita odgovarajucih parametara L-cisteina ukazuju na pogresku u odredivanju.

Tablica 2. Parametri odredeni modelom Randlesovog ekvivalentnog strujnog kruga,

R(Q(RW)), dobiveni pomoc¢u ra¢unalnog programa Zsimp Win.

Rei/Qcem?  Re/kQ em? n Zw | nQ s1?
158,8 2,277 0,701 34,04
170,7 1,023 1,000 33,82
142,3 2,560 0,795 32,63
138,4 4,644 0,840 35,50
137,1 7,297 0,854 34,37
175,6 10,26 0,876 31,19
130,8 14,93 0,885 30,83
116,7 25,86 0,895 27,69
180,1 37,78 0,878 19,15
137,3 39,48 0,901 23,49
Rei/ Q@ em?  Ret/ kQ em? n Zw/ pQ s?
338,3 34,48 0,893 25,59
321,1 35,26 0,902 35,16
275,5 49,16 0,905 34,59
213,8 50,39 0,910 32,36
204,5 57,83 0,914 29,37
170,6 51,76 0,914 29,69
Rel/Qem?  Re/kQ em? n Zw / nQ s
107 0,236 1 18,1
107 0,295 1 20,61
107 0,486 0,348 13,58
264,4 2,812 0,735 48,03
257,2 2,336 0,818 53,98
198,6 2,865 0,865 47,86
161,1 3,275 0,884 48,47



5. ZAKLJUCAK

Formiranje monosloja na povrSini zlatne elektrode provedeno je s tri razlicita
alkantiola: cisteamin, L-cistein i n-acetilcistein. Elektrokemijskim tehnikama kao S§to su
ciklicka voltametrija i elektrokemijska impedancijska spektroskopija pra¢eno je formiranje
monoslojeva navedenih alkantiola na povrSini zlatne elektrode. Ispitivanje formiranja
monoslojeva je najprije provedeno metodom ciklicke voltametrije uz acetatni (pH = 4,5) i
amonijacni puffer (pH = 8,5). Elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom odredene
su pKa vrijednosti za sve ispitivane alkantiole tako Sto su ispitane vrijednosti otpora prijelazu
naboja pri razli¢itim pH vrijednostima. U ovisnosti o pH vrijednosti medija navedeni
alkantioli su razli¢ito ionizirani. Do naglog porasta vrijednosti otporu prijelazu naboja dolazi
kada je ispitivani spoj dovoljno deprotoniran, sto se tumaci odbijanjem s heksacianoferatnim
redoks parom jer je u takvom sustavu otezan prijenos naboja. Prihvatljive vrijednosti su
dobivene modeliranjem eksperimentalnih podataka koristenjem R(Q(RW)) ekvivalentnog
strujnog kruga. Ispitivani sustav sadrzi konstantno fazni element, Q, Kkoji predstavlja
kondenzator. Vrijednost n odstupa od 1 zbog nehomogenosti povrSine $to ukazuje da nije
postignuta potpuna pokrivenost povrsine zlatne elektrode s odgovaraujéim monoslojevima.
Dobivene pKa za cisteamin, L-cistein i n-acetilcistein u skladu su s literaturnim podacima, a
njihove su odredene vrijednosti kako slijedi: 9,50, 3,65 i 2,75 s§to potvrduje da je
elektrokemijska impedancijska spektroskopija prihvatljiva metoda za istraZivanje konstanti

disocijacije samoformaju¢ih monoslojeva.
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