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SAZETAK

Azitromicin je antibiotik koji se svrstava u podskupinu azalida te je vrlo zastupljen u medicini pri
tretiranju brojnih infekcija. Njegovo odredivanje predstavlja vaznu ulogu kod odredivanja kakvoce
otpadnih voda te voda za pice. U brojnim metodama detekcije se posebno isti¢u elektrokemijske
metode i to ciklicka voltametrija (CV), diferencijalna pulsna voltametrija (DPV) te
kronoamperometrija. Modificiranjem senzora koji se koriste kod ovih metoda dolazi se do
poboljsanja karakteristika kao §to su specifi¢na povrsina, brzina prijenosa elektrona te selektivnost
Sto za posljedicu ima uspjesnije odredivanje azitromicina u uzorcima. U novije vrijeme se Cesto
koriste tiskani elektrokemijski senzori, a kao metode obrade termalna i obrada intenzivnom

pulsiraju¢om svjetlosti (IPL).

U radu je provedena elektrokemijska i analiticka karakterizacija komercijalnih sitotiskanih
grafenskih i uglji¢nih te inkjet ispisanih grafenskih senzora koji su obradeni termalno i IPL-om.
Analizom cikli¢kih voltamograma odredeni su kineticki parametri, dok su pomoé¢u DPV-ova
odredeni bazdarni pravci za pojedine elektrode te je za inkjet ispisani senzor obraden IPL-om
provedeno i kronoamperometrijsko mjerenje. DPV-om je ispitana i selektivnost IPL obradenog

Senzora.

Rezultati su pokazali kako grafenski SPE ima najve¢u konstantu brzine izmjene elektron (0,1261
cm/s), a nakon njega slijedi IPL IPE (0,0377 cm/s). Najvecu akivnu povrsinu je imao termalno
obradeni IPE te ona iznosi 0,088 cm?. Dobru osjetljivost su pokazali uglji¢ni SPE (analiza DPV-
om) i IPL IPE (analiza DPV-om i kronoamperometrijski u protoku). Ispitivanje specifi¢nosti
koriste¢i DPV za IPL IPE pokazalo je kako mokrac¢na 1 askorbinska kiselina utje¢u na promjenu

odziva.

Kljuéne rijeci: elektrokemijski senzori, inkjet ispis, intenzivna pulsirajuca svjetlost, azitromicin



ABSTRACT

Azithromycin is an antibiotic that belongs to the subclass of azalides and is widely used in
medicine to treat numerous infections. Its determination plays a very important role in assessing
the quality of wastewater and drinking water. Electrochemical methods, particularly cyclic
voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV), and chronoamperometry, are
highlighted in many detection methods. By modifying the sensors used in these methods,
improvements in characteristics such as specific surface area, electron transfer rate, and selectivity
are achieved, resulting in more successful determination of azithromycin in samples. Recently,
printed electrochemical sensors have been commonly used, along with thermal and intense pulsed
light (IPL) processing methods.

In this study, electrochemical and analytical characterization of commercial screen-printed
graphene and carbon sensors, as well as inkjet-printed graphene sensors that were thermally and
IPL treated, was carried out. Kinetic parameters were determined by analyzing cyclic
voltammograms, while calibration curves for individual electrodes were determined using DPV,
and chronoamperometric measurement was performed for the IPL-treated inkjet-printed sensor.

DPV was also used to test the selectivity of the IPL-treated sensor.

The results showed that the graphene SPE had the highest electron exchange rate constant (0.1261
cm/s), followed by IPL IPE (0.0377 cm/s). The largest active surface area was observed in the
thermally treated IPE, totalling to 0.088 cm?. Good sensitivity was demonstrated by carbon SPE
(DPV analysis) and IPL IPE (DPV analysis and chronoamperometric flow analysis). The
specificity testing using DPV for IPL IPE showed that uric and ascorbic acid influenced the

Sensor's response.

Keywords: electrochemical sensors, inkjet printing, intense pulsed light, azithromycin
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1. UvOD

Azitromicin je predstavnik podskupine makrolidnih antibiotika azalida te se koristi za tretiranje
velikog broja infekcija izazvanih bakterijama kao Sto su upala pluca, kroni¢ni bronhitis i
infekcije mekog tkiva i koze. Zbog tako Siroke primjene vazna je kontrola njegove
koncentracije u otpadnim vodama, hrani, tlu te vodi za pic¢e. U tu svrhu se koriste brojne
metode od kojih su neke tankoslojna kromatografija, tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography, HPLC), UV/VIS
spektroskopija, infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-
transform infrared spectroscopy, FTIR) i mikrobioloSka testiranja [1]. Kod ovih metoda
javljaju se problemi koji uklju¢uju kompliciranu i dugotrajnu izvedbu, visoke cijene te
ogranic¢enost detekcije. U novije vrijeme do izrazaja dolaze elektrokemijske metode ¢ije su

prednosti: visoka osjetljivost, jednostavna izvedba te detekcija u stvarnom vremenu [2].

Najcesce elektrokemijske metode su ciklicka voltametrija 1 diferencijalna pulsna voltametrija
kod kojih se na temelju voltamograma odnosno ovisnosti struje o potencijalu dolazi do vaznih
parametara, a najvazniji su: Kkonstanta brzine prijenosa elektrona k° koja govori o
reverzibilnosti sustava te aktivna povrSina elektrode koja je prema Randles-Sevcikovoj

jednadzbi direktno povezana s iznosom vrsne struje na voltamogramu [3].

Velika vaznost se pridaje i senzorima koji se koriste kod ovih metoda te njihovoj modifikaciji
s ciljem postizanja sto boljih rezultata. Razvojem tehnologije pocinju se koristiti tiskani
elektrokemijski senzori koji se izraduju tehnikama sitotiskanja, premazivanja, uranjanja te
inkjet ispisa. U ovome radu se karakteriziraju sitotiskani komercijalni grafenski i uglji¢ni
senzori (eng. screen printet electrode, SPE) te inkjet ispisani senzor (eng. inkjet printed
electrode, IPE) na kojima su primjenjene dvije metode obrade, a to su termalna i inovativna
obrada intenzivnom pulsiraju¢om svjetlosti s ciljem poboljsanja elektri¢ne vodljivosti i

analiti¢kih svojstava [4].



2. OPCI DIO

2.1. Elektroanaliticke metode

Elektroanaliticke metode se zasnivaju na mjerenju elektri¢nih veli¢ina pomocu kojih se dolazi
do odredene informacije o molekulskoj vrsti. Ta informacija je uglavnom koncentracija ili
aktivitet. NajceSce koristene elektroanalitiCke metode su potenciometrija, konduktometrija te

voltametrija.

Kod potenciometrijskih mjerenja informacija o uzorku se dobije preko razlike potencijala koja
se pojavljuje izmedu dvije elektrode. Jedna od tih elektroda je ion selektivna elektroda (ISE)
koja sluzi kao indikatorska elektroda koja selektivno mjeri aktivitet odredenih iona, druga
referentna, a za samo mjerenje potencijala potreban je uredaj, potenciometar. ISE su temeljene
na polupropusnim membranama koje odvajaju uzorak od unutrasnjosti elektrode u kojoj se
nalazi otopina ciljanog iona pri konstantnom aktivitetu. Potencijal elektrode se javlja zbog
razlike u aktivitetu iona u otopini unutar elektrode i1 aktiviteta iona u uzorku. Budu¢i da je
potencijal referentne elektrode konstantan kao i aktivitet iona u otopini u samoj elektrodi,
mjereni potencijal celije je zapravo vezan za ISE odnosno povezuje se sa ciljanim ionom u
otopini uzorka. ISE se dijele na staklene elektrode, elektrode sa Cvrstom te teku¢om
membranom. Za referentne se koriste standardna vodikova elektroda, kalomelova ili Ag/AgCI
elektroda. Potenciometrijske metode se dijele na metode direktnog potenciometrijskog
mjerenja gdje se aktivitet iona izraCunava iz Nernstove jednadZbe te metode potenciometrijske

titracije odredivanjem ekvivalentne tocke titracije [5].

Voltametrijska mjerenja se temelje na mjerenju struje koja je funkcija potencijala (napona)
narinutog na radnu elektrodu, a posljedica je elektrokemijske reakcije. Rezultati ovakvih
mjerenja se prikazuju na voltamogramu kao ovisnost struje o potencijalu. Ovisno o metodi
mogu se primjeniti oksidacijski i redukcijski potencijali pa kada govorimo o redukciji
rezultirajuca struja se naziva katodna, a kada govorimo o oksidaciji, anodna. Za voltametrijska
mjerenja koristi se potenciostat, uredaj koji je potreban za kontrolu troelektrodne ¢elije koja se
koristi kod ovakvih mjerenja. Pomocu protuelektrode potencijal na radnoj elektrodi se odrzava
konstantnim u odnosu na referentnu elektrodu, a mjeri se struja izmedu radne i protuelektrode.
Kao radna elekroda se uglavnom koriste vise¢a zivina elektroda, staklasti ugljik, metalne

elektrode ili kapajuca zivina elektroda [6].



2.2. Voltametrijske metode

Postoji veliki broj voltametrijskih metoda, a neke od najcesce koriStenih su linearna
voltametrija, ciklicka voltametrija (CV), diferencijalno pulsna voltametrija (DPV),

pravokutnovalna voltametrija, normalna pulsna voltametrija te stripping voltametrija.

Linearna voltametrija kao signal pobude ima linearno rastu¢i napon. Negativiranjem
potencijala elektrode raste brzina redukcije te blizu formalnog potencijala elektrode kroz sustav
krene te¢i mjerljiva struja Celije te se na voltamogramu javlja uzlazni dio. Struja postize svoj
maksimum kada potencijal dosegne dovoljno negativnu vrijednost te tada dolazi do trenutacne
redukcije svih Cestica koje su difuzijom iz otopine doSle na povrSinu elektrode. Tijekom
procesa se reducens sve vise trosi iz otopine te brzina difuzije opada kao i struja odziva. U tu

svrhu mogu se Koristiti radne mikroelektrode stalne povrsine u otopini koja miruje [11].

E(-)
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Slika 1. Signal pobude za linarnu voltametriju (a), ovisnost struje o potencijalu, voltamogram

(b) [11].

Kada govorimo o ciklickoj voltametriji na radnu elektrodu se primjenjuje linearno rastuci
potencijal u jednom smjeru te padajuci u drugom izmedu dvije granice kako je prikazano na
Slici 2, a [7].
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Slika 2. Signal pobude cikli¢ke voltametrije (a), ovisnost struje o potencijalu, voltamogram

(b) [11].

Kao §to je ve¢ receno, voltamogram predstavlja ovisnost struje 0 potencijalu te u ciklickoj
voltametriji postize oblik kao na Slici 2, b. Na voltamogramu se primjecuju dva pika (engl.
peak) odnosno katodna i anodna vrSna struja kada govorimo o reverzibilnom ili kvazi-
reverzibilnom redoks sustavu. Takav sustav moguce je opisati Randles-Sevcikovom
jednadzbom:

ip=(2.69%x10°)n32ACDY2y!2C (1)

gdje n predstavlja broj elektrona, A elektrodnu povrsinu (cm?), C koncentraciju (mol/cm®), D
difuzijski koeficijent (cm?/s), a v (V/s) jest scan rate odnosno brzina promjene pontencijala.
Za reverzibilne sustave anodna i katodna vrsna struja su jednake pa je odnos ip.a/ipk jedan.
Poluvalni potencijal E12 odnosno formalni potencijal redoks para kod reverzibilnih procesa je

zapravo izmedu anodnog (Epa) i katodnog (Ep,c) potencijala i racuna se kao:
E1p= (Ep,a'l'Ep,k) /2 (2)

Razlika izmedu anodnog i katodnog potencijala pri vr$nim strujama je dana jednadzbom:

0,059
AE, = Epq — Epi = (3)

n

tako da se ovi potencijali mogu Koristiti za odredivanje broja prenesenih elektrona te su

potencijali vrha karakteristi¢ni za odredeni Spoj.
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Slika 3. Katodni i anodni potencijali prikazani na voltamogramu [9].

Ireverzibilne procese karakteriziraju manje i udaljenije vrsne struje te dolazi do promjene
potencijala vrha pri razli¢itim brzinama promjene potencijala. Struja je i dalje proporcionalna
koncentraciji, ali odziv je slabiji. Ireverzibilni i kvazireverzibilni procesi su spori i ravnoteza
se ne postize [5]. Kod brzih promjena potencijala smanjuje se veli¢ina difuzijskog sloja pa je
strujni odziv jaci odnosno struja je veca. To se vidi iz Randles-Sevcikove jednadzbe gdje je

struja linearno ovisna o korijenu brzine promjene potencijala [10].

Jos jedna vrsta voltametrije jest pulsna voltametrija kod koje je signal pobude naponski pulsni
signal pravokutnog oblika (Slika 4.). Radna elektroda je na osnovnom potencijalu koji se
odrzava konstantnim (E;) te je struja ¢elije skoro nula. U odredenom vremenu se na osnovni
napon superponira pravokutni naponski impuls ¢ija amplituda raste te se time izaziva redukcija

to jest oksidacija.
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Slika 4. Signal pobude za pulsnu voltametriju [11].


https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/acs.jchemed.7b00361

Za ovu metodu se koriste stati¢ka zivina kapajuca elektroda, vise¢a zivina kapajuca elektroda
te zivina film elektroda. Struja ¢elije se mjeri pri kraju trajanja naponskog impulsa te se zivina

kap mehanicki otkida u slucaju da se koristi staticka zivina elektroda.

U diferencijalnoj pulsnoj voltametriji (DPV) se pravokutni naponski impuls superponira na
stupcasto rastuci napon pobude kao sto je prikazano na Slici 5, a. Struja se mjeri prije i na kraju
svakog naponskog impulsa, a signal odziva je razlika jakosti te dvije struje i prikazuje se u

ovisnosti o potencijalu elektrode te ima oblik vrha kako je prikazano na Slici 5, b.

QD
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Slika 5. Signal pobude (a) i odziva (b) za diferencijalnu pulsnu voltametriju [11].

DPV-u je sli¢na voltametrija s pravokutnim izmjeni¢nim signalom pobude koji je prikazan na
Slici 6. Struja odziva se mjeri dva puta u svakom ciklusu, jednom na kraju prvog ciklusa i
jednom na kraju povratnog ciklusa. Kao rezultat mjerenja se dobiju tri voltamograma, jedan na
kojem je prikazan odziv kod pozitivne poluperiode pobude, negativne te njihova razlika za
svaki ciklus pobude. Vrh voltamograma je proporcionalan koncentraciji vrste u uzorku, te je
metoda osjetljivija od DPV-a gdje se ne koristi povratna struja [11].
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Slika 6. Prikaz signala pobude i vremena uzorkovanja struje u pravokutnovalnoj voltametriji
[11].

2.3. Kinetika elektrokemijske reakcije

Za razumijevanje i opisivanje elektrokemijskih reakcija na povrsini elektroda potrebno je doc¢i
do glavnih parametara, koeficijenta prijenosa («), difuzijskog koeficijenta (D) te konstante
brzine prijenosa/izmjene elektrona k° [12]. Koeficijent prijenosa je faktor koji utje¢e na
energiju aktivacije na elektrodnoj povrsini odnosno govori kako se energija aktivacije dijeli
izmedu katodnog i anodnog procesa. Koeficijent poprima vrijednosti od 0 do 1, a pri vrijednosti
0,5 anodna i katoda struja su simetri¢ne, vece vrijednosti od 0,5 govore kako je favorizirana

anodna reakcija, a manje od 0,5 kako je favorizirana katodna reakcija [5].

Najvazniji parametar je konstanta brzine prijenosa elektrona koja je zapravo mjera
dinamiénosti sustava te govori i 0 njegovoj reverzibilnosti. Sto je ova konstanta veéa dinamicka
ravnoteza ¢e Se brze uspostaviti odnosno elektrodni proces je jednostavniji kao na primjer
jednoelektrodni procesi oksidacije i redukcije aromatskih ugljikovodika. Takoder, veliki
utjecaj ¢e imati i to od kakvog je materijala nacinjena elektroda [11].

Prvi korak pri odredivanju ovih parametara jest ciklicka voltametrija gdje se iz dobivenih
voltamograma pri razli¢itim brzinama skeniranja odreduju vr$ne struje odnosno potencijali pri
tim strujama. Za samo odredivanje k° se koriste razne metode od kojih su najpoznatije
Nicholsonova metoda, Klinger-Kochi metoda te Gileadi metoda. Nicholsonovom metodom se

k® povezuje sa bezdimenzijskom veli¢inom ¥ (psi) i to preko jednadzbe:



¥ = k® (RT / anDoF)"2 (v) 12 (4)

Lavagnini, I. je predlozio kvantitativnu vezu izmedu ¥'1 4Ep i ta jednadzba glasi :

Y = (—0,6288 + 0,0021 AE,)(1 — 0,017 AE,) (5)

gdje je 4E, (mV) definirano u jednadzbi 3.

U ovoj metodi se pri svim brzinama skeniranja odrede vr$ne struje odnosno potencijali te se
preko jednadzbe 3 izracunaju 4Ep (mV) koji se uvrste u jednadzbu 5. Crta se graf ovisnosti ¥

o negativnom korjenu brzine skeniranja gdje ¢e nagib pravca biti k° (RT / anDoF)Y? [12, 13].

2.4. Elektrokemijski senzori

Elektrokemijski senzori su uredaji koji se koriste za detekciju i odredivanje koncentracija
ciljanih tvari. Na temelju principa rada dijele se na potenciometrijske, amperometrijske,
konduktometrijske te voltametrijske senzore, a uglavhom se sastoje od radne, referentne i
protuelektrode.

U novije vrijeme se sve vise koriste tiskani elektrokemijski senzori zbog precizosti i brzine
izrade te cijene, a neke od tehnika izrade su sitotisak, premazivanje, uranjanje te inkjet ispis
[14]. Kod ovakvih senzora je vrlo vazan materijal koji se koristi za njihovu izradu te
modifikacija tih materijala s ciljem dobivanja najboljih svojstava kao Sto su selektivnost,
osjetljivost i stabilnost. Senzori se modificiraju koriStenjem elektroaktivnih nanomaterijala kao
S§to su ugljikove nanocijevi, grafenov oksid, metalne nanocestice te molekularno otisnuti
polimeri. Jedan od primjera je modifikacija staklene ugljikove elektrode grafenom cime se
zbog poroznosti grafena i njegove interakcije s uzorkom povecava osjetljivost i granica
detekcije [2].

Jo§ jedan korak u poboljSanju svojstava je modifikacija kombiniranjem grafenovog oksida
(GO) s viseslojnim ugljikovim nanocjev¢icama (engl. multi-walled carbon nanotubes,
MWCNTSs) gdje se kombinacijom najboljih svojstava ovih materijala postize jo§ bolja

detekcija odnosno veca selektivnost i Sire podrucje linearnosti [1].



2.4.1. Grafen

Grafen je monosloj ugljikovih atoma nastao razdvajanjem slojeva grafita koji se zajedno drze
van der Waalsovim silama. Odlikuju ga brojne kvalitete kao $to njegova debljina od samo 0,334
nm, velika aktivna povrSina, velika pokretljivost elektrona, poja¢ana termalna provodnost te
velika mehanicka vrstoéa. Jednoslojni grafen je sp? hibridiziran te je njegova vrstoéa rezultat
o Veze, dok se Cetvrti valentni elektron u pz orbitali preklapa sa susjednim orbitalama 1 tvori

7 vezu koja regulira interakciju izmedu slojeva grafena [15].

Razvijeno je viSe metoda dobivanja grafena iz grafita, medutim to su uglavnom metode koje
oduzimaju dosta vremena te su komplicirane i izvedive samo u laboratorijskom mjerilu. Jedna
dijamantnog klina nakon ¢ega slijede ultrazvuéne oscilacije [16]. Postoje brojni derivati
grafena koji se dobivaju u svrhu poboljSavanja svojstava grafena. Jedan od njih je grafenov
oksid (GO) koji je jako hidrofilan i moze se dispergirati u veéini fluida ali njegov nedostatak
je pojavljivanje peteroclanih i Sesteroclanih prstenova $to rezultira loSim prijenosom elektrona
i velikim elektri¢énim otporom. U svrhu poboljsanja svojstava GO se ¢esto kombinira s drugim

derivatima kao $to su grafenske nanovrpce te grafenski nanolistiéi [17].

2.5. Metode obrade tiskanih elektrokemijskih senzora

Senzore je nakon tiskanja potrebno dodatno obraditi kako bi se uklonili dodatci tinti koji
omogucuju njezinu stabilnost te kako bi se povecala vodljivost. Uklanjanje se provodi brojnim
metodama kao §to su toplinska, mikrovalna i kemijska obrada te upotreba intenzivne

pulsirajuce svjetlosti (IPL).

Toplinska obrada podrazumjeva zagrijavanje materijala na visoke temperature uglavnom 250-
350 °C zbog cega se veliki broj fleksibilnih podloga ne moze koristiti te se u tim slu¢ajevima
ide na metode koje se razvijaju s fokusom na sprjecavanje degradacije podloga u procesu
obrade [18].

Jedna od alternativa je i obrada pomocu intenzivne pulsirajuce svjetlosti gdje se koriStenjem
UV, VIS ili IR dijela spektra moZe posti¢i dovoljna energija da se stabilizatori u tinti razgrade
uz moguénost preciziranja konkretnih mjesta primjene na uzorku te uz znatno smanjenje

vremena obrade u odnosu na toplinsku obradu [4]. Primjenom IPL-a postize se jednolika



obrada Sto rezultira homogenijim uzorkom. Takoder, ne dolazi do oSte¢ivanja supstrata kao
kod termalne obrade pri visokim temperaturama. Za emitiranje bijele svjetlosti se Koristi
ksenonska lampa. Kada svjetlost dode do uzorka dolazi do apsorbcije energije te zagrijavanja
materijala Sto za posljedicu ima razgradivanje stabilizatora u tinti i pretvaranje materijala u

vodljivo stanje [5].

2.6. Azitromicin

Azitromicin pripada u podskupinu makrolidnih antibiotika odnosno u azalide s velikim
vremenom poluzivota 1 velikom moguénoséu prodiranja u tkivo te se koristi u tretiranju

infekcija izazvanih gram pozitivnim i gram negativnim bakterijama [2].

Primjenjuje se kod Sirokog spektra infekcija §to za posljedicu ima njegovu veliku koncentraciju
u okoliSu, a u vrlo malim koncentracijama detektiran je i u vodi za pice $to predstavlja opasnost
kod dugog izlaganja i potencijalnog razvijanja rezistencije na antiobiotik. Zbog ovakvih
mogucih posljedica vrlo je vazno razviti selektivne 1 osjetljive metode detekcije azitromicina

[19].

3
ll \N/CHB
0 o CH,
OCH,
CH,
o) OH
CH,

Slika 7. Struktura molekule azitromicina [2].

Naslici 8. je prikazana adsorpcija azitromicina na staklastu elektrodu modificiranu grafenovim
oksidom u kombinaciji s viseslojnim ugljikovim nanocjev¢icama (eng. Graphene Oxide -
Multi-Walled Carbon Nanotubes/Glassy Electrode, GO-MWCNSs/GCE). U reakciji dolazi do

adsorpcije, zatim formiranja radikala te na kraju do oksidacije [1].
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Slika 8. Elekrokemijski mehanizam azitromicina [1].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Svrharada

Svrha ovoga rada jest karakterizacija razliitih senzora u svrhu detekcije azitromicina.
Usporeduju se komercijalni sitotiskani grafenski i uglji¢ni senzori (eng. screen printed
electrode, SPE) te inkjet tiskani grafenski senzori (eng. inkjet printed electrode, IPE) koji su
obradeni termalno ili intenzivnom pulsiraju¢om svjetlosti. Cilj je odrediti kineticke parametre
pomoc¢u CV-a te pomo¢u DPV-a odrediti kalibracijske krivulje za sva Cetiri senzora kao i
usporediti ciklicke voltamograme svih elektroda pri istim koncentracijama azitromicina.
Takoder ¢e se snimiti kronoamperometrija u protocnoj ¢eliji te odrediti selektivnost za IPL IPE

senzor.
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3.2. Materijali i instrumenti

U Tablici 1. nalazi se popis kemikalija koristenih u eksperimentu.

Tablica 1. Popis kemikalija.

Kemikalija

Proizvodacd

DrZzava proizvodnje

Grafenska tinta
Nanosrebrna tinta
Komercijalni razrijedivac
poliimid
Kalijev heksacijanoferat (1)
Natrijev hidrogenkarbonat
Kalijev klorid
Zeljezov (III) klorid
heksahidrat
Azitromicin
Natrijev klorid
Magnezijev sulfat
Glukoza
Natrijev nitrat
Amonijev klorid
Kalijev jodid
Askorbinska kiselina
urea

Mokracna kiselina

Sigma-Aldrich Corporation
Dycotec Materials Ltd
Dycotec Materials Ltd

DuPont
Merck KgaA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

VWR Chemicals BDH

Pliva Hrvatska d.o.o.
LACH-NER, S.R.O.
Kemika d.d.
Kemika d.d.
Kemika d.d.
Kemika d.d.
Kemika d.d.
Kemika d.d.
Kemika d.d.
Kemika d.d.

Missouri, SAD
Ujedinjeno Kraljevstvo
Ujedinjeno kraljevstvo

Delaware, SAD

Njemacka

Missouri, SAD

Missouri, SAD

Njemacka

Hrvatska
Ceska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska

Hrvatska

Materijali 1 instrumenti koriSteni za izradu eksperimentalnog dijela ovog zavrSnog rada su:

- Pumpa za Spricu (KD Scientific, Legato 200 Series) injekcijska pumpa

- Inkjet pisa¢ Gateway s Epson L800 glavom

- Sustav za intenzivnu pulsiraju¢u svjetlost (XENON X-1100)

- Potenciostat (PalmSens4)

- Komercijalni sitotiskani grafenski i ugljikovi senzori (MicruX Technologies)

13



3.3. Inkjet ispis elektrokemijskog senzora

Za inkjet ispis troelektrodnog sustava koristen je Gateway pisac¢ s Epsonovom L800 glavom s
mogucnos$céu promjene velicine kapljice i rezolucije. Kako bi se izradila digitalna skica senzora
koriSten je CorelDRAW X8 grafi¢ki program. Optimizacijom su utvrdeni najpovoljniji uvjeti
ispisa, a to je veliCina kapi (srednja + velika) te rezolucija (1440x1440 kapi po incu). U prvom
koraku na poliimidnu podlogu ispisuje se grafenska tinta u jednom sloju. Nakon 30 minuta
susenja na sobnoj temperaturi zapocinje se s ispisom nanosrebrene tinte, takoder u jednom
sloju. Kako bismo dobili kvazi-referentnu elektrodu srebro je klorirano pomoc¢u 5 uL 0,05 M

zeljezova (111) klorida u trajanju od 2 s. Potom se senzor obilno ispere deioniziranom vodom.

3.4. Obrada inkjet tiskanog senzora

Koristene su dvije metode obrade inket tiskanog senzora, a to su termalna obrada te obrada
pomocu IPL-a. Kod termalne obrade elektroda se zagrijava pri odredenoj temperaturi i

vremenu koji su u ovom eksperimentu iznosili 300 °C i jedan sat.

Za obradu intenzivnom pulsiraju¢om svjetlosti koristio se uredaj XENON X-1100 Koji
posjeduje integrirano rac¢unalo gdje se zadaju vrijednosti potrebne za obradu. Uzorak je

obraden pomocu tri bljeska pri konstantnom potencijalu od 2500 V te energijom od 539 J.

3.5. Elektrokemijska karakterizacija senzora

Elektrokemijska karakterizacija senzora podrazumjeva odredivanje kineti¢kih parametara koji
su u ovom slucaju dobiveni pomocu voltametrijskih mjerenja. Za razli¢ite brzine skeniranja
(10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 i 250 mV/s) u heksacijanoferatu (c ([Fe(CN)s]*) = 0,001
mol/dm?®) i kalijevom kloridu (¢ (KCI) = 1 mol/dm®) u 1mL destilirane vode snimaju
voltamogrami koji prikazuju ovisnost struje o potencijalu. Na njima se odrede vr$ne struje
odnosno potencijali te razlika tih potencijala prema jednadzbi (3). 1z razlike potencijala se
prema jednadzbi (5) izraCuna parametar ¥ te se crta njegova ovisnost o negativnom korijenu
brzine skeniranja gdje je nagib pravca konstanta brzine prijenosa elektrona k°. Povrsina

elektrode se zatim izracuna iz Randles- Sevcikove jednadzbe.
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3.6. Analiticka karakterizacija senzora

Kod analiti¢ke karakterizacije senzora su najprije snimljeni cikli¢ki voltamogrami za sva Cetiri
senzorau 10 uM azitromicinu uz 0,05 M NaHCO3 kao pomo¢ni elektrolit. Zatim su snimljeni
dieferencijalni pulsni voltamogrami za razlicite koncentracije azitromicina (0,05, 0,1, 0,5, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10 uM). Otopine su pripremljene tako da se odredena koli¢ina azitromicina (
0,021 g) odvaze te otopi u 30 mL EtOH kako bi dobili 10 uM otopinu ¢iji se alikvot doda u
0,05 M otopinu NaHCOs3 u destiliranoj vodi. Na voltamogramu se ocitaju vrijednosti vr$nih
struja 1 potencijala te se crta graf ovisnosti struje o koncentraciji odnosno bazdarni pravac za

svaki od senzora. Kori$ten je potenciostat (PalmSens4) prikazan na slici 10. (lijevo).

PalmSens4 |

t B
oy |
[orr] -
He3d v

Slika 10. Potenciostat (lijevo) priklju¢ena na ¢eliju za mjerenje (desno).

3.5.1. Detekcija azitromicina u protoku

Provedena je i detekcija azitromicina u protoku na IPL IPE senzoru. Za proto¢no mjerenje
koristena je pumpa za Spricu (KD Scientific, Legato 200 Series) (Slika 11.) s postavkama
protoka 1 mL/min, a mjerenje za svaku koncentraciju je trajalo dvije minute te je koriSten
potenciostat kao kod DPV-a. Za razli¢ite koncentracije azitromicina (0,05, 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4,
5,6, 7,8, 9, 10 uM) su snimljeni Kronoamperogrami ovisnosti struje o vremenu pri

konstantnom potencijalu od 0,5 V te je iz dobivenih podataka napravljen bazdarni pravac.
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Slika 11. Pumpa za spricu (KD Scientific, Legato 200 Series) i potenciostat (PalmSens4)

3.5.2. Ispitivanje specificnosti senzora

Ispitana je specificnost IPL IPE senzora pomo¢u DPV-a i to tako §to su u 5 uM otopinu
azitromicina dodani potencijalni interferenti u koncentraciji od 0,1 M, a oni su NaCl, MgSOs,
glukoza, NaNO3, NH4Cl, KI, askorbinska kiselina, urea i mokra¢na kiselina. Iz krivulja na

voltamogramu su ocitane struje te odredena selektivnost prema formuli:

%= (lvrh'ldol)/(lvrh'|doI)AZI (6)
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Elektrokemijska karakterizacija senzora

Ciklicki voltamogrami za sve Cetiri elektrode snimljeni su u vodenoj otopini KCI koja sadrzi
heksacijanoferat (¢ ([Fe(CN)s]*") = 0,001 mol/dm?). Snimanja su obavljena pri razli¢itim brzinama
promjene potencijala (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 i 250 mV/s).

Na slici 12. koja prikazuje voltamogram ugljikovog SPE-a moze se uociti kako se vr$na struja
oksidacijskog vala pomice udesno porastom brzine promjene potencijala dok se vrSna struja
redukcijskog vala pomice prema negativnijim potencijalima to jest ulijevo. Takoder, visina vrha
za oksidaciju se kre¢e prema ve¢im iznosima struje, a za redukciju u obrnutom smijeru prema
nizim vrijednostima struje i to s pove¢anjem scan rate-a.

Linearna ovisnost strujnih vrhova (Ipa i Ipk) 0 korijenu brzine skeniranja potencijala se moze uo¢iti
na slici 13. (lijevo). Ako je ovisnost brzine skeniranja potencijala proporcionalna struji prema
Randles-Sevcikovoj jednadzbi tada je proces pod kontrolom difuzije budué¢i da se povecanjem
brzine skeniranja stvara veci gradijent koncentracije sto rezultira brzom difuzijom. U ovome
sluaju za uglji¢ni SPE R? iznosi 0,9796 za Ipate 0,9662 za Ipx.

Iz ovisnosti ¥ o inverznoj vrijednosti korijena scan rate-a se preko nagiba pravca moze izracunati

konstanta brzine prijenosa elektrona k® kao mjera dinamicnosti sustava koja iznosi 0,0134 cm/s.

I/ pnA

-20

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

Slika 12. Cikli¢ki voltamogram uglji¢nog SPE-a pri razli¢itim brzinama promjene potencijala u
1mL otopine KCI i [Fe(CN)e]*".
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Slika 13. Graficka ovisnost struje o korijenu scan rate-a (lijevo) te ovisnost ¥ o inverznoj

vrijednosti korijena scan rate-a (desno) za uglji¢ni SPE.

Iz Slike 14. koja prikazuje cikli¢ki voltamogram grafenskog SPE-a pri razli¢itim scan rate-ovima
moze se takoder uociti razmicanje vrs$nih struja oksidacijskog i redukcijskog vala, ali u manjoj
mjeri nego kod uglji¢nog SPE-a i to tako da se potencijali vrhova skoro poklapaju $to ukazuje na
reverzibilnost sustava.

Ovisnost strujnih vrhova o korijenu brzine skeniranja potencijala (Slika 15, lijevo) je linearna §to
ukazuje da je sustav pod kontrolom difuzije.

Konstanta brzine prijenosa elektrona k° (Slika 15, desno) jest 0,1261 cm/s $to je veéa vrijednost

nego kod ugljicnog SPE-a odnosno prijenos elektrona se odvija brze.
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Slika 14. Ciklicki voltamogram grafenskog SPE-a pri razli¢itim brzinama promjene potencijala u
otopini KCI i [Fe(CN)e]*.
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Slika 15. Graficka ovisnost struje o korijenu scan rate-a (lijevo) te ovisnost psi 0 inverznoj

vrijednosti korijena scan rate-a (desno) za grafenski SPE.

Ciklicki voltamogram termalno obradenog IPE-a (slika 16.) pokazuje neSto vece razmicanje
strujnih vrhova s povecanjem brzine skeniranja potencijala, ali je ovisnost struje o korijenu brzine
skeniranja potencijala linarna gdje R? iznose 0,9854 (Ipa) i 0,9768 (Ipk) to se vidi na slici 17.
(lijevo).
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Konstanta brzine prijenosa elektrona k° iznosi 0,0304 cm/s (Slika 17, desno) $to ukazuje da

procesi odvijaju sporije nego na grafenskom, ali nesto brze nego na ugljicnom SPE-u.
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0,0
-10,0 ’

-20,0
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-30,0
-40,0

-50,0

-60,0
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E/V

Slika 16. Cikli¢ki voltamogram termalno obradenog IPE-a pri razli¢itim brzinama promjene

potencijala u otopini KCI i [Fe(CN)e]*".
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Slika 17. Graficka ovisnost struje o korijenu scan rate-a (lijevo) te ovisnost ¥ o inverznoj

vrijednosti korijena scan rate-a (desno) za termalno obradeni IPE.
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Ciklicki voltamogram (Slika 18.) IPE-a obradenog IPL-om prikazuje razmicanje strujnih vrhova s
porastom brzine promjene potencijala koje je nesto veée od razmicanja za npr. grafenski SPE, ali
su vrhovi veci §to moze ukazivati na bolju osjetljivost senzora. Anodni strujni vrh se krece prema
veéim strujama, a katodni prema negativnim iznosima struje sukladno poveéanju brzine skeniranja
potencijala.

Ovisnost strujnih vrhova o korijenu brzine skeniranja je linearna $to upucuje na to da je proces pod
kontrolom difuzije. Vrijednost za R? iznosi 0,9987 za oba strujna vrha (Slika 19, lijevo).
Konstanta brzine prijenosa elektrona k° iznosi 0,0377 cm/s (Slika 19, desno) $to govori kako je
proces na ovome senzoru brzi od procesa na ugljicnom SPE-u i termalnom IPE-u, ali sporiji od

onoga na grafenskom SPE-u.

20
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Slika 18 Ciklicki voltamogram IPL obradene inkjet tiskane elektrode pri razli¢itim brzinama

promjene potencijala u otopini KCI i [Fe(CN)s]*.
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Slika 19. Graficka ovisnost struje o korijenu scan rate-a (lijevo) te ovisnost ¥ o inverznoj

vrijednosti korijena scan rate-a (desno) za IPE obraden IPL-om

U Tablici 2. su usporedene vrijednosti konstante brzine prijenosa elektrona koje su dobivene na
temelju ovisnosti ¥ o korijenu scan rate-a te izraCunate iz nagiba pravca. Aktivna povrsina je
dobivena iz jednadzbe (19). Iz tih rezultata se moze vidjeti kako grafenski SPE ima najveéu k°, a
za njim slijedi IPL obradeni IPE potom toplinski obradeni IPE. Najmanju k° ima uglji¢ni SPE §to
znaci da ima najsporiju izmjenu elektrona. Aktivna povrsina termalno obradenog IPE-a je najveca
i iznosi 0,088 cm?, a grafenskog SPE-a iznosi 0,066 cm? dok IPL obradeni IPE ima aktivnu

povr§inu 0,059 cm?. Prema ovim parametrima najlosiji je ugljiéni SPE buduéi da ima najmanju k°

te najmanju aktivnu povrsinu.

Tablica 2. Vrijednosti konstante brzine prijenosa elektrona i aktivne povrsine uglji¢nog i

grafenskog SPE-a te termalno i IPL obradenog IPE-a.

senzor k%/cm st A/cm?
SPE uglji¢ni 0,0134 0,046
SPE grafenski 0,1261 0,066
IPE termalni 0,0304 0,088
IPE IPL 0,0377 0,059
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4.2. Analiticka karakterizacija senzora

Kod analiticke karakterizacije senzora su najprije snimljeni ciklicki voltamogrami za sva Cetiri

senzorau 10 uM azitromicinu uz 0,05 M NaHCO3 kao pomoc¢ni elektrolit.

Na slici 20. se mogu primjetiti oksidacijski pikovi na voltamogramu. Oksidacijski pikovi
azitromicina na ugljicnom SPE se nalazi na potencijalu od oko 0,7 V, za grafenski SPE 0,5 V, za
termalno obradeni IPE nije uocljiv vrh te za IPL IPE na 0,45 V. Redukcijskog pika nema te su

reakcije ireverzibilne.
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Slika 20. Cikli¢ki voltamogrami za senzore u 10 uM azitromicinu.
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Pri odredenom rasponu koncentracija azitromicina (0,05, 0,1, 0,5, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10 uM)
snimljeni su diferencijalni pulsni voltamogrami te na temelju njih napravljeni bazdarni pravci za

svaki senzor.

Na Slici 21. prikazani su snimljeni DPV-ovi za uglji¢ni SPE s pikovima pri potencijalu od
priblizno 0,55 V. Uzimajuéi u obzir vrijednosti struje na tim potencijalima napravljen je graf
ovisnosti o koncentraciji (Slika 21., desno) na kojem se pojavljuju dva linearna raspona. Prvi je od
0.05 do 0,5 pM sa vrijenosti R? od 0,992 te drugi raspon od 0,5 do 10 pM gdje R? iznosi 0,9695.
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Slika 21. Diferencijalni pulsni voltamogrami pri razli¢itim koncentracijama azitromicina (lijevo),

ovisnost koncentracije azitromicina o struji (desno) za uglji¢ni SPE.

Grafenski SPE nije osjetljiv na promjenu koncentracije azitromicina te se ne moze odrediti

bazdarni pravac (Slika 22.).
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Slika 22. Diferencijalni pulsni voltamogrami pri razli¢itim koncentracijama azitromicina

(lijevo), ovisnost koncentracije azitromicina o struji (desno) za grafenski SPE.

Termalno obradeni IPE pokazuje nekonzistentan odziv te nije mogucée odrediti bazdarni pravac
(Slika 23.).
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Slika 23. Diferencijalni pulsni voltamogrami pri razli¢itim koncentracijama azitromicina (lijevo),

ovisnost koncentracije azitromicina o struji (desno) za termalno obradeni IPE.
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Na slici 24. (lijevo) prikazani su DPV-ovi za IPL IPE pri razli¢itim koncentracijama. Vr$ne struje

se pojavljuju pri potencijalu od priblizno 0,34 V te je na temelju toga konstruiran i bazdarni pravac

&iji R? iznosi 0,9853.
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Slika 24. Diferencijalni pulsni voltamogrami pri razli¢itim koncentracijama azitromicina (lijevo),

ovisnost koncentracije azitromicina o struji (desno) za IPL IPE.

Uzevsi u obzir sva Cetiri senzora vidljivo je kako grafenski SPE te termalno obradeni IPE nisu
primjenjivi za odredivanje koncentracije azitromicina u uzorku buduci da grafenski SPE ne
pokazuje odziv, a termalno obradeni je nekonzistentan u odzivu. Medutim, uglji¢ni SPE pokazuje
dobru osjetljivost pri nizim koncentracijama i to od 0,05 do 0,5 uM gdje R? iznosi 0,992, a na

veéim koncentracijama 0,969. U tome dijelu konkurira mu IPL IPE koji ima veéi R? (0,9853).

26



4.2.1. Detekcija azitromicina u protoku

Na slici 25. prikazan je kronoamperogram za IPL IPE senzor kod proto¢nog mjerenja (ImL/min).
Snimanje je za svaku od koncentracija azitromicina (0,05, 0,1, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 uM)
trajalo 120 sekundi, a za bazdarni pravac koji se nalazi na slici 26. uzete su vrijednosti struje u

osamdesetoj sekundi. Potencijal je konstantan pri 0,5 V.
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Slika 25. Kronoamperogram za IPL IPE pri razli¢itim koncentracijama azitromicina pri

konstantnom potencijalu od 0,5 V.
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Slika 26. Bazdarni pravac ovisnosti koncentracije azitromicina o struji na temelju snimljenog

kronoamperograma

Iz Slike 26. moze se zaklju¢iti kako se ovom metodom postize dobar odziv odnosno linearnost. R?
iznosi 0,9919 u odnosu na rezultat dobiven DPV-om za IPL IPE gdje je R?= 0,9853, a podrudje

linearnosti u oba slu¢aja je od 0,5 do 10 pmol/dm?,

4.2.2. Ispitivanje selektivnosti senzora

Selektivnost IPL IPE senzora je ispitana pomo¢u DPV-au 5 uM otopini gdje su dodani interferenti
u koncentraciji od 0,1 M. Rezultati su dani na Slici 27. graf prikazuje postotak odziva pojedinog

interferenta u prisustvu azitromicina u odnosu na odziv azitromicina.
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Slika 27. Utjecaj interferenata na detekciju azitromicina.

Primje¢ujemo kako interferenti NaCl, MgSQg, glukoza, NaNO3, NH4Cl, K1 i urea nemaju znacajan

utjecaj na promjenu odziva za razliku od askorbinske kiseline i mokraéne kiseline.

Odziv u prisustvu askorbinske kiseline je za 14,08 % veci dok je u prisustvu mokracne kiseline
12,86% veci nego odziv bez prisustva navedenih interferenata. Na temelju rezultata moZemo
zakljuciti kako inkjet tiskana i IPL obradeni senzor moze biti koriSten u detekciji primjerice
otpadnih voda ili voda za pice. Zbog izrazitog utjecaja mokracne i askorbinske kiseline na odziv

nije preporucljivo koristenje senzora za analizu urina ili krvi [20, 21].
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5. ZAKLJUCAK

U ovome radu su analiticki 1 elektrokemijski okarakterizirana Cetiri senzora i to sitotiskani
komercijalni grafenski i uglji¢ni senzor i inkjet tiskani senzori obradeni termalno i intenzivnom

pulsiraju¢om svjetlosti.

Elektrokemijskom karakterizacijom je na temelju cikli¢kih voltamograma pri razli¢itim brzinama
skeniranja uoceno kako grafenski SPE ima najvecu konstantu brzine izmjene elektrona koja iznosi
0,1261 cm/s, a nakon njega slijede IPL obraden IPE te termalno obraden IPE, a posljednji uglji¢ni
SPE ¢ije konstante brzine izmjene elektrona iznose redom 0,0377, 0,0304, i 0,0134 cm/s. Najveéu
aktivnu povr$inu ima termalno obradeni IPE (0,088 cm?), a odmah nakon njega je grafenski SPE
s pov§inom od 0,066 cm?. Nesto manje povrsine imaju IPL IPE (0,059 cm?) i uglji¢ni SPE (0,046

cm?).

Analiticka karakterizacija je ukazala na moguénost detekcije azitromicina u uzorcima razli¢itih
koncentracija koriste¢i diferencijalnu pulsnu voltametriju. Uglji¢cni SPE je pokazao jako dobru
osjetljivost pri nizim koncentracijama gdje je R? iznosio 0,992 ali i na ve¢im koncentracijama gdje
je R? iznosio 0,9695 na bazdarnom pravcu. IPL IPE je takoder dao dobre rezultat te je R? iznosio
0,9853.

Iz proto¢nog mjerenja kronoamperogram je za IPE IPL dao dobre rezultate, odnosno bazdarni
pravac te je R? iznosio 0,9919, a linearnost 0,5 — 10 uM.

Specifi¢nost senzora ispitana pomocu DPV-a je pokazala kako na promjenu odziva utjecu
mokraéna i askorbinska kiselina dok ostali interferenti nisu znacajno utjecali na odziv. Stoga se

preporuca koristenje IPE IPL senzora za analizu otpadnih voda ili vode za pice.

Uzevsi u obzir ove podatke mozZe se zakljuciti kako je IPL obrada inkjet ispisanog senzora
pozitivno utjecala na njegove karakteristike te kako je ovaj sustav uspjeSan u detekciji

azitromicina.
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6. POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli:

a — koeficijenta prijenosa

A —povrsina (cm?)

C —koncentracija (mol/cm?)

D — difuzijski koeficijent (cm?/s)

E — elektri¢ni potencijal (V)

Ep«k — potencijal vrha katodnog vala / V
Epa— potencijal vrha anodnog vala / V
Ipk— struja vrha katodnog vala / pA

Ipa — struja vrha anodnog vala / pA

k® ~konstanta brzine prijenosa elektrona (cm/s)
n — broj elektrona

v — brzina promjene potencijala (mV/s)

z — broj izmijenjenih elektrona

Kratice:
CV — cikli¢ka voltametrija
DPV — diferencijalno pulsna voltametrija

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-transform
infrared spectroscopy)

GO-MWCNTSs — grafenov oksid (GO) s viseslojnim ugljikovim nanocjevéicama (engl. multi-
walled carbon nanotubes MWCNTYS)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, HPLC)

IPL — intenzivna pulsirajuc¢a svjetlost (IPL)

IPE — inkjet tiskani senzor (eng. inkjet printet sensors, IPE)

SPE — sitotiskani komercijalni senzori (eng. screen printet sensors, SPE)
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