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SAZETAK

U ovom radu izvedena je priprema Cu(ll)/politiraminskog kompleksa kao
katalizatora za mjerenje koncentracije askorbinske kiseline, modificiranjem zlatne (Au)
elektrode politiraminom 1 naknadnim kompleksiranjem politiramina bakrom. Cikli¢ka

voltametrija koriStena je kao glavna tehnika za pripremu i karakterizaciju elektrode.

Sloj politiramina nanesen je na zlatnu elektrodu elektropolimerizacijom tiramina iz
2,5 mM otopine tiramina pripravljene u fosfatnom puferu pH=4,10. Naneseno je ukupno
20 slojeva polimera. Cu(ll)/politiraminski kompleks pripremljen je uranjanjem Au-PTy
modificirane elektrode u 1 mM otopinu bakrovih iona pripravljenu u HEPES puferu pH=8.
Akumulacija bakra provedena je u trajanju od 20 minuta, nakon ¢ega je elektroda temeljito
isprana deioniziranom vodom. Provedena su mjerenja odziva zlatne te modificiranih Au-
PTy i Au-PTy-Cu elektroda uz promjenu koncentracije askorbinske kiseline, te su u
rezultatima prikazane njihove usporedbe. Provjerena je stabilnost Au-PTy-Cu modificirane
elektrode. Napravljena je optimizacija vremena akumulacije bakra, pH medija pogodnog

za akumulaciju bakra, te broja slojeva politiramina nanesenih na povrsinu zlatne elektrode.

Oslojavanjem zlatne elektrode politiraminom uspje$no je uklonjeno interferiranje
mokraéne kiseline te je tako omoguéeno mjerenje koncentracije askorbinske kiseline.
Modifikacijom Au-PTy elektrode bakrom dolazi do pojave katalitickog efekta koji se
ocituje u procesu oksidacije askorbinske kiseline. Stabilnost Au-PTy-Cu modificirane
elektrode smanjuje se s vremenom stajanja na zraku i uzastopnim mjerenjem. Za mjerenje
koncentracije askorbinske kiseline uoceno je optimalno vrijeme akumulacije bakra od 20

minuta u blago luznatom mediju (pH=8).

Kljuéne rije¢i: bakar(ll), zlatna elektroda, modificirana elektroda, politiramin, ciklicka

voltametrija, askorbinska kiselina



Preparation of polytyramine Cu(ll) complex layer as catalyst for ascorbic acid

determination

ABSTRACT

In this thesis Cu(ll)/polytyramine complex is prepared as a catalyst for
determination of ascorbic acid by modification of a gold electrode with polytyramine and
further modification by copper complexation. Cyclic voltammetry is used as the main

technique for preparation and characterization of the electrode.

Polytyramine layer is deposited on the gold electrode with electropolymerization of
tyramine from 2,5 mM solution of tyramine and phosphate buffer pH=4,10. Altogether 20
layers of polytyramine is deposited on the gold electrode. Cu(ll)/polytyramine complex is
prepared by immersion of Au-PTy modified electrode into a 1 mM solution of copper ions
prepared in HEPES buffer pH=8. Accumulation is carried out for 20 minutes, after which
the electrode was thoroughly washed with deionized water. Responses of Au, Au-PTy and
Au-PTy-Cu electrodes are measured with changing concentrations of ascorbic acid and
comparisons of these measurements is shown in the results section. Stability of the Au-
PTy-Cu modified electrode is tested. Optimization of time of copper accumulation, pH of
solution from which copper is accumulated and number of polytyramine layers deposited
on gold electrode was carried out.

With deposited polytyramine on the gold electrode the interference of uric acid with
ascorbic acid is removed, thus enabling measurement of ascorbic acid. Modified Au-PTy
electrode with copper shows catalytic effect on oxidation of ascorbic acid. Stability of Au-
PTy-Cu modified electrode decreases with time of the electrode being exposed to air and
its repeated use. Optimal time of accumulation of copper is 20 minutes and optimal pH of

solution from which copper is accumulated is pH= 8.

Key words: copper(ll), gold electrode, modified electrode, polytyramine, cyclic

voltammetry, ascorbic acid
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1. UvOD

Polimerom modificirane elektrode pruzaju niz posebnosti, koje se mogu dizajnirati
za razliCite elektrokataliticke i elektroanaliticke aplikacije. Proces elektropolimerizacije
nije ograni¢en geometrijskom povrsinom elektrode i nudi mnoge prednosti kao $to su
jednostavna kontrola debljine sloja, te obnovljivost i ravnomjernost polimernog sloja na

povrsini elektrode [1].

Nevodljivi polimeri poceli su se vise koristiti kao potporna matrica za imobilizaciju
biomolekula jer omoguéuju odli¢nu propusnost za mjerni analit, pospjesuju selektivnost i
obnovljivost senzorske povrSine. Rast sloja takvih polimera je limitiran (dolazi do
povrsinske elektri¢ne izolacije), pa je sloj stvoren na elektrodi zbog toga tanji od vodljivih
polimera. Zbog debljine sloja nevodljivih polimera, koja iznosi 10 do 100 nm, supstrati i
produkti stalno difundiraju prema i od enzima imobiliziranih unutar matrice nevodljivih
polimera. Takoder, nevodljivi polimeri su polupropusni, $to je korisno za sprecavanje

dolaska interferenta na povrsinu elektrode [1,2].

Elektrokemijska polimerizacija derivata fenola, kao $to je tiramin, pozorno se
istrazuje zbog njegovih primjena u izradi biosenzora i imunosenzora. Prisutnost slobodne

amino skupine je idealna za kovalentno vezanje enzima formiranjem peptidne veze [3].

U literaturi je do sada zabiljezeno nekoliko izvedbi senzora modificiranih s
politiraminom. Neki od njih su elektroda od staklastog ugljika (engl. glassy carbon, GC)
modificirana politiraminom za odredivanje dopamina 1 askorbinske kiseline [3],
impedimetrijski biosenzor elektropolimeriziran politiraminom za odredivanje salmonele
[4], sulfitni biosenzor modificiran politiraminom za aplikacije u analizi vina [5], te

platinasta disk elektroda modificirana politiraminom za odredivanje mokraéne kiseline [6].

Razli¢ite mjerne tehnike koriste se za odredivanje askorbinske kiseline kao npr.:
potenciometrijsko odredivanje u farmaceutskim uzorcima [7], -elektrokataliticko
odredivanje [8], detekcija u voénim sokovima ciklickom voltametrijom [9] te

amperometrijsko odredivanje askorbinske kiseline [10,11].



2. OPCI DIO
2.1. Voltametrija

Voltametrija se temelji na odnosu izmedu napona, struje i vremena Koji se mjere u
elektrokemijskoj ¢eliji s tri elektrode: radne, referentne i pomocne elektrode. U voltametriji
primjenom vanjskog potencijala na radnu elektrodu mijenjamo njezin potencijal relativno u
odnosu na stalni potencijal referentne elektrode, te mjerimo struju koja prolazi kroz radnu i
pomo¢nu elektrodu. Potencijal primijenjen na radnu elektrodu sluzi kao pokretacka sila za

reakciju (oksidacija ili redukcija) koja se odvija na povrsini elektrode [12,13].

Pomoc¢na elektroda je obicno platinasta Zica, a referentna elektroda je standardna
Hg|Hg2Cl> elektroda (kalomelova elektroda) ili Ag|AgCI elektroda. Radna elektroda moze

biti gradena od razli¢itih materijala, ukljucujuci zlato, zivu, platinu, srebro i ugljik [13].

Voltametrijske metode koriste se za kvalitativne i kvantitativne analize organskih,
anorganskih i bioloskih specija te ukljucuju: voltametriju s linearnom promjenom
potencijala (engl. linear sweep voltammetry, LSV), ciklicku voltametriju (engl. cyclic
voltammetry, CV), diferencijalnu pulsnu voltametriju (engl. differential pulse voltammetry,
DPV), voltametriju s pravokutnim izmjeni¢énim signalom pobude (engl. square wave
voltammetry, SWV), voltametriju katodnog i anodnog otapanja (engl. anodic and cathodic
stripping voltammetry, ASV i CSV), adsorptivnu ,,stripping* voltametriju (engl. adsorptive
stripping voltammetry, AdSV) i elektrokemijski ,,immunoassay* [14,15].

2.1.1. Cikli¢ka voltametrija

Ciklicka voltametrija je elektroanaliticka tehnika koja se temelji na linearnoj
promjeni potencijala radne elektrode. Pocetni ciklus predstavlja promjenu potencijala od
zeljene pocetne do konacne vrijednosti, a povratni ciklus od krajnjeg prema pocetnom
potencijalu. Na vremenskoj skali ovakav signal pobude ima karakteristican trokutasti oblik
(slika 1a). Kao rezultat pobudnog signala na radnoj se elektrodi odvija elektrokemijska
reakcija koju registriramo kao struja-potencijal krivulju, odnosno ciklicki voltamogram
(slika 1b). Skeniranje potencijala u oba smjera omogucuje istrazivanje elektrokemijskog
ponasanja elektroaktivnih vrsta generiranih uz povrsinu elektrode, $to je ujedno prednost

cikli¢ke voltametrije prema ostalim voltametrijskim tehnikama [12,13].
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Slika 1. Prikaz signala: a) pobude, b) odziva u cikli¢koj voltametriji.

Karakteristicne veli¢ine svakog voltamograma su Kkatodni i anodni potencijali
strujnog vrha (Epk i Epa), Visine katodnog i anodnog vrha (lpk i lpa) i razlika potencijala
strujnin  vrhova (AEp). Standardni elektrodni potencijal se odreduje kao prosjecna
vrijednost jedne polovine razlike potencijala anodnog i katodnog vrha vala te se opisuje
izrazom (1).

E° = 22 Tpk (1)

Obzirom na medusobni odnos brzine izmjene naboja i difuzije, procese koji se
odvijaju na elektrodi mozemo podijeliti u tri skupine: reverzibilni, ireverzibilni i

kvazireverzibilni [16].
a) Reverzibilan proces

Prijenos naboja kod reverzibilnih procesa je puno brzi od difuzije. Signal odziva
ovisi samo o brzini difuzije produkta od elektrode prema masi otopine, odnosno brzini
difuzije reaktanta prema povrsini elektrode. Kod svakog potencijala na povrsini radne
elektrode dolazi do uspostave ravnoteznog omjera koncentracija oksidiranog ce(O) i

reduciranog ce(R) oblika redoks sustava. Taj se omjer opisuje Nernst-ovom jednadzbom:

ce(0) _

) = P [g(E —v-t —EO’)] )



gdje je: E° — standardni elektrodni potencijal redoks sustava, E — ravnotezni
elektrodni potencijal, v — brzina promjene potencijala, R — op¢a plinska konstanta,

koja iznosi 8,314 J KX mol! , T — termodinamic¢ka temperatura.

U pocetku kroz celiju protjeCe samo osnovna struja, sve dok potencijal radne
elektrode ne dostigne standardni elektrodni potencijal. U toj fazi ne dolazi do elektrodne
reakcije, Sto se na ciklickom voltamogramu prikazuje kao ravan tok krivulje (Slika 2 i 3).
Rastom potencijala elektrode povecava se brzina elektrodne reakcije oksidacije, pa na
voltamogramu nastaje ulazni dio anodne krivulje. Kod odredenog potencijala struja dostize
svoju maksimalnu vrijednost, rezultiraju¢i nastankom anodnog strujnog vrha. Zbog
nestajanja reaktanta neposredno uz povrSinu elektrode dolazi do postepenog smanjenja

struje.

Tek kada se, nakon promjene smjera potencijala, priblizimo vrijednosti standardnog
elektrodnog potencijala elektroaktivne vrste, poc¢inje se odvijati proces redukcije. Produkt
nastao na povrsini elektrode procesom oksidacije u toj se fazi reducira, $to rezultira
nastankom katodnog strujnog vrha. Sto je veca koncentracija tvari, vise izmijenjenih
elektrona, veca povrsina elektrode i brza promjena potencijala u vremenu, to ¢e katodni
strujni vrh biti izrazeniji. Pomicanjem potencijala prema negativnijim vrijednostima dolazi
do smanjivanja koncentracije oksidiranog oblika redoks sustava i struja celije postupno

opada na vrijednost osnovne struje.

Slika 2. Koncentracijski profil oksidirane i reducirane vrste za reverzibilni ciklicki

voltamogram.



1A 4

Slika 3. Cikli¢ki voltamogram reverzibilnog elektrodnog procesa.

Randles-Sevéik-ova jednadZba (3) matematicki opisuje gore navedene tvrdnje:

4| e 2x285=57mVW/fz

v

Ep.k Eoa

Efv
Eys

z-F»D»v)l/2
RT

Ip=04463-z-F-c-A-(

@)

gdje je: z — broj izmijenjenih elektrona; F — Faraday-eva konstanta, C mol™; ¢ —

koncentracija elektroaktivne vrste, mol cm; A — povrsina elektrode, cm?;, D —

difuzijski koeficijent, cm? s!; v — brzina promjene potencijala, V s*; R — op¢a

plinska konstanta, 8,314 J K* mol; T — temperatura, K; I, — struja vrha vala, A.

Potencijal vrha katodnog vala je negativniji od polarografskog poluvalnog

potencijala elektroaktivne vrste, $to je pokazano jednadzbom (4):

uvritavanjem vrijednosti R=8,314 J K** mol?, T=298 K i F=96487 C mol™ vrijedi:

RT
Ep = Eij2 — 1,109

28,5
EP = E1/2 - 7 mV

(4)

(®)

Potencijal vrha anodnog vala je pozitivniji od polarografskog poluvalnog

potencijala za 28,5 mV z%, §to ¢ini razliku izmedu potencijala katodnog i anodnog vrha

vala kod reverzibilnih procesa pri 25 °C 57 mV z?, te ne ovisi 0 brzini promjene

potencijala.



Za reverzibilni elektrodni proces, uz uvjet stabilnosti obje vrste redoks sustava,
odnos visine katodnog i anodnog vala ciklickog voltamograma iznosi Ipk/lpa=1 i ne ovisi 0
brzini promjena potencijala (Slika 4). Omjer odziva struje u bilo kojoj to¢ki vala i drugog
korijena brzine promjene potencijala je konstantan i takoder ne ovisi o brzini promjene

potencijala [16].

[
+
0 —
E
[,
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Slika 4. Prikaz obrade cikli¢kog voltamograma.



b) Ireverzibilan proces

Ciklicki voltamogram kod ireverzibilnih procesa (Slika 5) ima samo polazni val, tj.
ne dolazi do povratnog procesa redukcije. Kako je difuzija elektroaktivne vrste relativno
brza, reakcija se odvija pod kontrolom izmjene naboja kao njenog najsporijeg stupnja.
Zbog spore elektrodne reakcije promjena potencijala elektrode ne ovisi 0 koncentracijskom

omjeru oksidiranog i reduciranog oblika, tj. ne moze se opisati Nernst-ovom jednadzbom.

Omjer odziva struje u bilo kojoj tocki vala 1 drugog korijena brzine promjene
potencijala je konstantan i ne ovisi o brzini promjene potencijala, ali ovisi o koncentraciji
tvari i kinetickim parametrima elektrodne reakcije, odnosno standardnoj konstanti brzine

elektrodne reakcije (k°) i koeficijentu prijelaza elektrona (o).

Potencijal vrha vala znatno je pozitivniji od standardnog potencijala sustava i ovisi
o kinetickim parametrima te raste s pove¢anjem brzine promjene potencijala za 30 mV ot

221, pri 25 °C, za svako deseterostruko poveéanje brzine [16].

I/a

p.a

i

E Efv

Ba

v

Slika 5. Cikli¢ki voltamogram ireverzibilnog procesa.



¢) Kvazireverzibilan proces

Brzina izmjene naboja i difuzije su kod kvazireverzibilnih procesa usporedive pa
kod malih brzina promjene potencijala pokazuju reverzibilan oblik ponaSanja, dok

porastom brzine poprimaju karakteristike ireverzibilnog procesa.

Struja odziva u kvazireverzibilnoj reakciji ovisi o kinetici redoks procesa. Oblik i
visina strujnih vrhova ovise o brzini promjene potencijala (v), koeficijentu prijelaza
elektrona (), standardnoj konstanti brzine elektrodne reakcije (k°) (Slika 6) i o difuzijskim

koeficijentima oksidirane i reducirane vrste (Do, DR).

Kod kvazireverzibilnog procesa vr$na se struja vala povecava s porastom drugog
korijena brzine promjene potencijala. Razlika izmedu potencijala vrha katodnog i anodnog
vala veca je od razlike za reverzibilni proces i raste s povecanjem brzine promjene

potencijala, jer se potencijal katodnog vrha vala pomice prema negativnijim vrijednostima

[16].

w

Efv

Slika 6. Ciklicki voltamogram kvazireverzibilnog procesa za razli€ite vrijednosti
standardnih konstanti izmjene naboja (k%) (Eo=0 V, co=5 mM, v=1V s}, Do=Dr=10"° cm?

s,



2.2. Polimerom modificirane elektrode

Elektrokemijskim nanoSenjem slojeva na vodljive ¢vrste povrSine dobivamo
polimerom modificirane elektrode. Ovako pripremljene elektrode korisne su zbog
mogucnosti njihove primjene na razne elektrokemijske sustave bez modifikacije njihovih

svojstava [6,17].

2.2.1. Elektropolimerizacija nevodljivih polimera

Elektropolimerizacija vodljivih polimera, kao $§to su polipirol, polianilin,
poliacetilen i drugi, opsirno je istrazena zbog njihove visoke vodljivosti te stabilnosti na
zraku i u vodenim otopinama. Tijekom elektropolimerizacije moguce je kontrolirati

debljinu sloja i koli¢inu imobiliziranog enzima.

Nakon vodljivih polimera, nevodljivi polimeri poceli su se sve vise koristiti kao
potporna matrica za imobilizaciju biomolekula jer pruzaju odli¢cnu permselektivnost i

obnovljivost senzorske povrsine.

Biosenzori s nevodljivim polimerima za imobiliziranje enzima imaju nekoliko
prednosti u odnosu na one modificirane vodljivim slojevima. Prvo, debljina sloja kod
nevodljivih je polimera samokontrolirana tijekom elektropolimerizacije, prilikom cega
dolazi do tvorbe jednolikog i vrlo tankog sloja. Takvi biosenzori opéenito posjeduju
prednosti brzog odziva i visoke osjetljivosti zbog relativno velike koli¢ine vezanog enzima.
Drugo, sloj nevodljivih polimera je uglavnom ucinkovit kod sprjecavanja utjecaja
interferenata i uklanjanja smetnji elektroaktivnih vrsta, kao npr. aksorbinska i mokra¢na
Kiselina, koje na ¢istim elektrodama pokazuju vrlo sliéne potencijale oksidacije. Nadalje,
slojevi nevodljivog polimera pogodni su za mjerenje kapaciteta kada povrsina elektrode

treba biti pravilno izolirana [6].



2.3. Politiramin

Tiramin, ili 4-(2-aminoetil) fenol, je biogeni aminski derivat aminokiseline tirozin,
koji se prirodno nalazi u biljnom i zivotinjskom tkivu. Ova se monomerna jedinica koristi
kao polazni spoj za sintezu sloja nevodljivog polimera, te ima vaznu primjenu kod izrade
biosenzora. Proces i mehanizam elektropolimerizacije tiramina prikazan je na slikama 7 i
8. Prisutnost slobodne amino skupine na glavnom lancu polimera omoguéuje kovalentno

vezanje enzima formiranjem peptidne veze.

PR Politiramin
Tiramin
OH $

/,.»\5\_ Ano.dna" 5 i:\\\ \:0/

H T oksidacija \T n
— |
\\_—:_/_//'/ o 5 ,{;
(CH2),;-NH2 (CH2)-NH;

Slika 7. Shematski prikaz polimerizacije tiramina.

Prvi korak u polimerizaciji obuhvaca formiranje dimera u kojem su dvije molekule
tiramina povezane preko atoma kisika. Reakciju prati izmjena dva elektrona te gubitak dva
protona. Vezanjem dimernih jedinica nastaju kratki oligomerni lanci relativno slabe
provodljivosti, dok daljnjom polimerizacijom dolazi do formiranja ravnog sloja
politiramina. Reaktivna mjesta u procesu polimerizacije monomera, kao i sam mehanizam

reakcije, prikazani su na slici 8 [18].
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Slika 8. Mehanizam polimerizacije tiramina na povrsini elektrode.
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2.4. Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina, ili vitamin C, je esencijalna bioloski vazna molekula topljiva
u vodi. Jedan je od najviSe istrazivanih vitamina, te prvi sintetski priredeni vitamin.
Sudjeluje kao reducens u brojnim bioloskim procesima kao §to su: vezanje slobodnih
radikala, metabolizam masti, sinteza kolagena i sprje¢avanju nastanka tumorskih stanica.
Askorbinsku kiselinu mozemo pronaci u hrani, biljkama i zivotinjskom tkivu. Koristi se u

farmaceutskoj industriji, kozmetickim aplikacijama te kao antioksidans u hrani.

Pomanjkanje askorbinske kiseline moze voditi do simptoma skorbuta i krvarenja
desni, dok visak vitamina C rezultira nastankom mokra¢nog kamenca, konvulzije zZeluca i

dijareje [10].

Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline od velikog je znadaja u industriji,
farmaciji i kontroli hrane. Kvantifikacija askorbinske kiseline opéenito se temelji na
redukcijskim svojstvima same molekule ili moguénosti tvorbe opticki aktivnih produkata.
Askorbinska kiselina moze se odredivati titrimetrijskim, spektrofotometrijskim,
enzimskim, kromatografskim i elektrokemijskim metodama. U laboratorijima su najcesce
koristene spektrofotometrijske metode, koje za nedostatak imaju istovremeno odredivanje
askorbinske i dehidroksiaskorbinske kiseline, kao njenog glavnog oksidacijskog produkta.
Kromatografske metode zahtijevaju relativno dugacko vrijeme analize 1 skupu
instrumentaciju. Enzimske metode, koje su jako selektivne, tesko je kontrolirati zbog

specifi¢nih uvjeta rada potrebnih za sprecavanje denaturacije enzima.

Elektrokemijske metode ne zahtijevaju prethodnu pripremu uzorka, pokazuju
relativno visoku osjetljivost i mogu se uspjesno koristiti u obojenim matricama te, shodno
tome, daju brojne prednosti u odnosu na prethodno opisane metode. lako je askorbinska
kiselina elektroaktivna molekula, njezina oksidacija na ugljikovim i metalnim elektrodama
obi¢no zahtijeva nepoZeljne visoke radne potencijale, Sto kao rezultat ima ucestalu
interferenciju drugih lako oksidiraju¢ih spojeva. Ovaj se problem moze savladati

upotrebom modificiranih elektroda, koje favoriziraju elektrokatalizu [11].
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2.4.1. Molekulska struktura

L-askorbinska kiselina je dvoprotonska kiselina s ugradenom enediol grupom u
petero¢lani heterociklicki laktonski prsten. Kemijska i fizikalna svojstva askorbinske

kiseline mogu se povezati s njenom strukturom.

J. Hvoslef 1967. godine difrakcijom rendgenskih zraka na monokristalu opisuje
kristalnu i molekulsku strukturu L-askorbinske kiseline. U sastav jedini¢ne celije ulaze
Cetiri molekule kiseline, od kojih su dvije povezane u asimetri¢nu jedinicu vodikovim
vezama [19]. Molekula askorbinske kiseline sastoji se od dva asimetricna C-4 1 C-5
ugljikova atoma, stoga pored L-askorbinske kiseline postoje i jos tri druga stereoizomera:
D-askorbinska kiselina, D-izoaskorbinska kiselina i L-izoaskorbinska kiselina. Navedeni

izomeri imaju vrlo malo ili nista skorbutne aktivnosti [20].

Askorbinska se  kiselina u  organizmu  reverzibilno  oksidira do
dehidroksiaskorbinske  kiseline, koja pokazuje potpunu vitaminsku aktivnost.
Elektrokemijska ispitivanja naznacuju da askorbinska i dehidroaskorbinska kiselina tvore

reverzibilni redoks par (slika 9).

6 [

CH,OH CH,OH
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HO—CH o HO—CH o

2H®, 2¢ ©

3+ 1 0O —F—— 4 1 0

H 3 2 H 3 2

HO OH 0 0o
Askorbinska kiselina Dehidroaskorbinska kiselina

Slika 9. Shematski prikaz oksidacije askorbinske kiseline.
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2.5. Bakar

Bakar je element prve periode prijelaznih metala. Pripada 11. skupini periodnog
sustava elemenata, zajedno s Ag i Au, medutim nemaju slicno kemijsko ponasanje. Smatra
se da je bakar nakon Zeljeza tehniCki najvazniji metal, S primjenom u svakodnevnom
zivotu [21,22].

lako se u prirodi moze pronaci kao elementarna tvar, pretezno se javlja u obliku
sulfidnih, arsenidnih, kloridnih ili karbonatnih ruda, iz kojih se naj¢e$¢e dobiva. Bez obzira
na upotrijebljenu rudu, dobiveni sirovi metal procis¢ava se postupkom elektrolitske
rafinacije. Cisti bakar je metal karakteristiéne crvenkastosmede boje, relativno mekan i
rastezljiv. Stabilan je na zraku, ali se s viemenom presvlaci slojem patine. Kemijski reagira

samo s kiselinama koje nemaju oksidacijsko djelovanje. Takoder je topljiv u amonijaku.

Kao i ostali prijelazni metali, bakar pravi Siroki spektar binarnih i kompleksnih
spojeva stupnja oksidacije +1, +2 1 +3, od Cega su u vodenim otopinama stabilni samo
bakar(Il) spojevi. Bakar je, nakon Zeljeza i cinka, tre¢i po zastupljenosti biogeni element,
gdje ulazi u sastav razli¢itih enzima. Shodno tome, u posljednje se vrijeme kompleksni
spojevi bakra i bioloski vaznih molekula intenzivno istrazuju kao modelni spojevi u svrhu

razumijevanja njegove bioloske uloge [23].

Zbog visoke toplinske i elektriéne vodljivosti elementarnog bakra, glavno mu je
podrugje primjene na polju elektrotehnike. Cisti bakar koristi se za proizvodnju elektri¢nih
zica i kablova, elektri¢ne kontakte i ostale dijelove kod kojih je potrebno posti¢i mali otpor
prijelazu elektri¢ne struje. Drugo vazno podrucje primjene bakra jest metalurgija. Bakrove
legure poput mjedi i bronce, te legure bakra i nikla, upotrebljavaju se za automobilske
radijatore, izmjenjivace topline, sisteme grijanja, solarne kolektore i ostale aplikacije za
koje je potrebno brzo provodenje topline preko metalne povrsine. Zbog odli¢ne otpornosti
na koroziju svoju primjenu pronalaze i u cijevima, ventilima, brtvama, sistemima za
prijenos pitke i procesne vode te ostalih tekué¢ina i industrijskih plinova. Takoder, vrlo

bitnu funkciju bakar ima i zbog smanjivanja razine bakterija na dodirnim povrsinama [24].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Askorbinska kiselina, CsHsOs, Kemika d.d.

Aluminijev(l11) oksid, Al,O3, Sigma-Aldrich, USA

Bakrov nitrat, Cu(NO2)3*3H20, AnalaR, UK

HEPES natrijeva sol, CgH17N204SNa, Sigma-Aldrich, USA

Kalijev dihidrogenfosfat, KH.PO4, Kemika d.d., Hrvatska

Kalijev heksacianoferat(ll) trihidrat, K4[Fe(CN)s]*3H20, Kemika d.d., Hrvatska
Kalijev heksacianoferat(l11), Kzs[Fe(CN)e], Merck d.0.0., Njemacka
Mokra¢na kiselina, CsH4N4O3, Kemika d.d., Hrvatska

Natrijev dihidrogenfostat dihidrat, NaH2PO4+2H-0, Kemika d.d., Hrvatska
Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, Na;HPO4+12H-0, Sigma-Aldrich, USA
Natrijev acetat, CoH3sO2Na, Kemika d.d., Hrvatska

Ledena octena kiselina, w(C2H402) = 99,5 %, AnalaR, UK

Perklorna kiselina, w(HCIOs) = 70 %, Merck d.o.0., Njemacka

Tiramin hidroklorid, w(CgH1:NO<HCI) = 98 %, Sigma-Aldrich, USA
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3.2. Priprema otopina i instrumentacija

3.2.1. Priprema otopina

Za pripremu svih otopina koriStena je dvostruko deoionizirana voda iz Millipore-

milliQ sustava.

0,1 M vodena otopina HCIO4 pripremljena je u odmjernoj tikvici volumena 100 mL

razrjedivanjem 842,5 uL perklorne kiseline (w=70 %).

Kao osnovni elektrolit koristeni su fosfatni puferi pH=4,10 i pH=6,99. Za pripremu
fosfatnog pufera pH=4,10 koristen je KH2POa. Fosfatni pufer pH=6,99 pripremljen je
otapanjem NaH2PO4¢2H>0 i NazHPO4¢12H:-0.

0,1 M otopina askorbinske kiseline pripremljena je otapanjem 176,13 mg

askorbinske kiseline u tikvici volumena 10 mL.

10 mM otopina mokrac¢ne kiseline pripremljena je otapanjem 168,11 mg mokraéne

kiseline u tikvici volumena 100 mL.

Otopina kalijevog heksacianoferata(lll), koncentracije 10 mM, napravljena je
dodavanjem 32,926 mg KsFe(CN)s u tikvicu volumena 10 mL. Otapanjem 42,241 mg
Ka(Fe(CN)s)*3H20 u odmjernoj tikvici volumena 10 mL pripravljena je 10 mM otopina
kalijevog heksacianoferata(ll). Otopine heksacianoferata(IT) i (III) sluzile su kao redoks
par u elektrokemijskim mjerenjima, te su priredene svjeze neposredno prije pocetka

mjerenja.

Otopina bakrovih(ll) iona, koncentracije 10 mM, pripremljena je otapanjem 24,16

mg bakrova(ll) nitrata u tikvici volumena 10 mL.

Otopina tiramina, koncentracije 25 mM, pripravljena je otapanjem 43,41 mg

tiramin hidroklorida u tikvici volumena 10 mL.

0,1 M acetatni puferi pH vrijednosti 4,00/5,00/6,00/7,04 i 0,1 M HEPES pufer
pH=8, koristeni su za akumulaciju bakra na Au/politiraminsku elektrodu. Za pripremu
acetatnih pufera koristeni su natrijev acetat i ledena octena kiselina, a za pripremu HEPES
pufera koristena je HEPES natrijeva sol. Svi su puferi pripremljeni u odmjernim tikvicama

volumena 250 mL.
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Acetatni pufer pH=4,00 pripremljen je otapanjem 2,0507 grama natrijeva acetata i
8,210 mL ledene octene kiseline (w=99,5%) u odmjernoj tikvici od 250 mL. Ovakva
otopina je koriStena kao ishodna otopina za pripravu acetatnih pufera visih pH vrijednosti

podesavanjem s 5 M vodenom otopinom natrijeva hidroksida.

3.2.2. Instrumentacija

Za provedbu mjerenja koriSten je polarograf/striping voltametar model 264A (R&G
Princeton Applied Research, USA) povezan s osobnim ra¢unalom pomoc¢u ecodera (eDAQ
Australia).

Sva su mjerenja provedena u elektrokemijskom sustavu s tri elektrode uz mijesanje
elektrolita magnetskom mijesalicom. Zlatna elektroda (Au) je sluzila kao radna elektroda,
za protuelektrodu je koriStena platinasta elektroda (Pt), a kao referentna elektroda rabljena
je Ag|AgCl|3 M KClI elektroda. Sustav je prikazan na slici 10.

Slika 10. Troelektrodni elektrokemijski sustav za mjerenje.

Programi eDAQ chart verzija v.5.5.5 i PowerSuite OriginPro 8.1 koristeni su za
obradu eksperimentalnih podataka.
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3.3. Priprema Au elektrode

3.3.1. Cis¢éenje povrsine zlatne elektrode

Neposredno prije pocetka mjerenja zlatnu je elektrodu potrebno ocistiti
mehanickim i elektrokemijskim putem. Mehanicko ¢is¢enje podrazumijeva poliranje zlatne
elektrode prahom korunda (Al.Oz) u trajanju od 15 minuta, kako bi se postigao zrcalni
povrsinski sjaj. Nakon ispiranja s deioniziranom vodom pristupa se elektrokemijskom
¢is¢enju. Elektrokemijsko cCiS¢enje provedeno je u celiji s 0,1 M perklornom kiselinom
cikliziranjem u rasponu potencijala od 0 do 1,5 V, uz brzinu promjene potencijala od 50
mV/s.

3.4. Priprema Au-PTy modificirane elektrode

Au-PTy modificirana elektroda je pripremljena oslojavanjem zlatne elektrode
elektropolimerizacijom tiramina. Oslojavanje je provedeno iz 2,5 mM otopine tiramina u
osnovnom elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=4,10), u rasponu potencijala od -200 do
1000 mV, te uz promjenu brzine potencijala od 50 mV/s. Na zlatnu elektrodu je naneseno

20 slojeva politiramina.

3.4.1. Karakterizacija Au-PTy modificirane elektrode

Provedeno je snimanje odziva Au-PTy maodificirane elektrode u 1 mM otopini
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]. U ¢celiju je stavljeno po 1 mL otopina Kalijevog
heksacianoferata(ll) i kalijevog heksacianoferata(lll), koncentracija 10 mM, i 8 mL
fosfatnog pufera pH=4,10. Ciklicki voltamogrami snimljeni su u rasponu potencijala

vrijednosti od -100 do 700 mV, te uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.

Snimljeno je ponasanje 1 mM otopine bakrovih iona na Au-PTy modificiranoj
elektrodi na nacin da je u elektrokemijsku ¢eliju dodano 1 mL 10 mM otopine barkovih(ll)
iona i 9 mL 0,1 M fosfatnog pufera pH=4,10. Ciklicki voltamogrami su snimljeni u

rasponu potencijala od -100 do 700 mV, uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.

Radi detaljnije karakterizacije nacinjen je i ciklicki voltamogram ove modificirane
elektrode u osnovnom elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99). Raspon potencijala

iznosi -200 do 700 mV, uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.
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Snimljeni su odzivi Au-PTy modificirane elektrode uz promjenu koncentracije
askorbinske i mokrac¢ne kiseline. Mjerenje odziva elektrode uz promjenu koncentracija
askorbinske kiseline je provedeno s pet dodataka po 100 pL 10 mM otopine askorbinske
kiseline u 10 mL osnovnog elektrolita (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99). Kod mjerenja
odziva elektrode uz promjenu koncentracija mokraéne kiseline dodano je pet puta po 1 mL
10 mM otopine mokraéne Kiseline u 6 mL osnovnog elektrolita (0,1 M fosfatni pufer
pH=6,99). Izmedu svakog dodatka uklju¢ena je magnetska mijeSalica na dvije minute,
nakon ¢ega je napravljena pauza od 15 s kako bi se otopina umirila. Cikli¢ki voltamogrami
su snimljeni u rasponu potencijala od -200 do 700 mV, uz brzinu promjene potencijala od
50 mV/s.

3.5. Priprema Au-PTy-Cu modificirane elektrode

Au-PTy-Cu modificirana elektroda je pripremljena akumulacijom bakra iz 10 mM
otopine bakrovih iona otopljenih u 100 mM otopine HEPES pufera pH=8. Akumuliranje je
trajalo 20 minuta. Nakon zavrsSetka akumulacije elektroda je izvadena iz otopine i temeljito
isprana deioniziranom vodom, kako bi se uklonio zaostali bakar s povrSine, koji nije vezan

u kompleks.

3.5.1. Karakterizacija Au-PTy-Cu modificirane elektrode

Snimljeni su odzivi Au-PTy-Cu modificirane elektrode uz promjenu koncentracije
askorbinske kiseline. U ¢eliju je, u 10 mL osnovnog elektrolita (0,1 M fosfatni pufer
pH=6,99), dodano 5 dodataka volumena 100 pL 10 mM otopine askorbinske kiseline.
Izmedu svakog je dodatka ukljuena magnetska mijeSalica u trajanju od 2 minute, kako bi
se sadrzaj Sto bolje homogenizirao. Nakon toga je ostavljeno 15 sekundi da se otopina
smiri. Ciklicki voltamogrami su snimljeni u rasponu potencijala od -200 do 700 mV, uz

brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.

Snimljeni su odzivi Au-PTy-Cu modificirane elektrode uz promjenu koncentracije
askorbinske kiseline pri konstantnim potencijalima od 200 mV, 250 mV i 300 mV.
Mijerenje je provedeno dodavanjem 10 mM askorbinske kiseline u 10 mL oshovnog
elektrolita (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99). Zapocelo se s koncentracijama askorbinske

kiseline u osnovnom elektrolitu od 0,1 UM pa sve do zasic¢enja otopine.
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Provedeno je mjerenje stabilnosti povrSine Au-PTy-Cu modificirane elektrode
snimanjem odziva elektrode uz promjenu koncentracije askorbinske kiseline. Postupak je
identi¢an onome opisanom u prethodnom odlomku. Snimanje je provedeno neposredno
nakon modifikacije Au-PTy elektrode bakrom i nakon 4 dana stajanja iste elektrode na
zraku. Modifikacija Au-PTy elektrode je provedena akumuliranjem bakra iz 100 mM
otopine HEPES pufera s pH=8, uz vrijeme akumulacije od 20 sati.

3.6. Optimizacija
3.6.1. Optimizacija vremena akumulacije

Provedeno je snimanje odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode uz promjenu
koncentracije askorbinske kiseline (odlomak 3.4.1.) kod razli¢itih vremena akumulacije
bakra iz 1 mM otopine bakrovih iona u HEPES puferu (0,1 M, pH=8). Akumuliranje je
trajalo 5, 10, 15, 20 i 25 minuta.

3.6.2. Optimizacija pH medija akumulacije bakra

Provedena je optimizacija pH medija akumulacije bakra uranjanjem Au-PTy
modificirane elektrode u otopine pufera i bakrovih iona. Za akumulaciju su Kkoristeni
acetatni puferi s pH=4,00/5,00/6,00,7,04 i HEPES pufer pH=8. Nakon svake akumulacije
provedeno je snimanje odziva modificirane elektrode promjenom koncentracije

askorbinske kiseline postupkom opisanim u odlomku 3.4.1.
3.6.3. Optimizacija broja slojeva politiramina

Na zlatnu elektrodu je elektropolimerizacijom naneseno 15 slojeva politiramina
postupkom koji je opisan u odlomku 3.4. Prije samog nanosenja politiramina na elektrodu,
zlatna je elektroda ispolirana s Al2Os i o€is¢ena elektrokemijski cikliziranjem u 0,1 M
perklornoj Kkiselini. Nakon oslojavanja zlatne elektrode politiraminom dodatno je
modificirana bakrom. Provedeno je snimanje odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode uz
promjenu koncentracije askorbinske kiseline postupkom opisanim u odlomku 3.4.1. Sve

navedeno je ponovljeno s elektrodom na koju je naneseno 40 slojeva politiramina.
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4. REZULATI | RASPRAVA
4.1. Karakterizacija zlatne elektrode

Na slici 11 prikazan je ciklicki voltamogram ponaSanja zlatne elektrode u 0,1 M
otopini HCIOg, koji je snimljen uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s. Na grafickom
su prikazu vidljivi karakteristicni oksidacijski i redukcijski valovi zlata. Oksidacija
elementarnog zlata zapocinje pri potencijalu od priblizno 1 V te se odvija u dva koraka.
Prvo dolazi do nastanka Au(I), nakon Cega se javlja izrazeniji val kod potencijala priblizno
1,25 V koji pripisujemo pojavi oksidacijskog broja +3. Izrazeni redukcijski val zlata

zabiljezen je pri potencijalu od 0,9 V.

1/ uA

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
E/V

Slika 11. Au elektroda u 0,1 M HCIOa4. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala od 50
mV/s, te uz referentnu Ag|AgCI|3 M KCI elektrodu.

Provedeno je snimanje odziva zlatne elektrode u 1 mM otopini
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]. U c¢eliju je stavljeno po 1 mL 10 mM otopina kalijevog
heksacianoferata(ll) i kalijevog heksacianoferata(lll), te 8 mL fosfatnog pufera pH=4,10.
Ciklicki voltamogrami snimljeni su u rasponu potencijala od -100 do 700 mV i uz brzinu

promjene potencijala od 2 do 1000 mV/s (slika 12).
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Slika 12. Odziv Au elektrode u 1 mM otopini Kz[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] te 0,1 M
fosfatnom puferu pH=4,10. Snimljeno uz brzine promjene potencijala u podru¢ju od 2 do
1000 mV/s.

Povecanjem brzine promjene potencijala anodni strujni vrhovi se pomicu prema
pozitivnijim, a katodni strujni vrhovi prema negativnijim vrijednostima potencijala.
Takoder, poveCanjem brzine promjene potencijala dolazi do povecanja struja anodnih
vrhova. 1z slike 13 je vidljivo da se struja povecava linearno s porastom drugog korijena

brzine promjene potencijala, Sto dokazuje da je mehanizam reakcije kontroliran difuzijom.
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Slika 13. Ovisnost struje vrha vala o brzini promjene potencijala odnosno korijena brzine

promjene potencijala.
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Slika 14. Ponasanje: 1) 10 mM otopine mokraéne kiseline te 2) 10 mM otopine
askorbinske kiseline u osnovnom puferu (0,1 M fosfatni pufer pH=4,10) na ¢istoj Au

elektrodi. Snimano uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.

Na slici 14 prikazani su ciklicki voltamogrami zlatne elektrode u 10 mM otopini
askorbinske i 10 mM otopini mokra¢ne kiseline. Vidljivo je da dolazi do oksidacije
mokracéne kiseline ve¢ na potencijalu od 0 V. Struja oksidacije askorbinske kiseline po€inje
rasti tek na potencijalu od priblizno 150 mV. Takvo ponasanje ukazuje na nemogucnost
zlatne elektrode kao senzora za mjerenje koncentracije askorbinske kiseline. Drugim
rije€ima dolazi do interferiranja mokraéne kiseline, Sto onemogucéuje odredivanje
askorbinske kiseline na potencijalima od 200 odnosno 300 mV, gdje dobivamo struje
dovoljno velike za mjerenje. Kako bi se uklonile interferencije mokraéne Kkiseline
provedeno je oslojavanje zlatne elektrode politiraminom procesom elektropolimerizacije

tiramina.
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4.2. Karakterizacija Au-politiraminom modificirane elektrode

4.2.1. Priprema Au-politiraminom modificirane elektrode
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Slika 15. Oslojavanje Au elektrode slojem politiramina (2,5 mM otopina tiramina u
fosfatnom puferu pH=4,10). Ukupno je naneseno 20 slojeva. Snimano uz brzinu promjene
potencijala od 50 mV/s.

Slika 15 prikazuje oslojavanje zlatne elektrode politiraminom procesom
elektropolimerizacije tiramina iz otopine. Slojevi su naneseni cikliziranjem na
potencijalima od -0,2 V do 1 V. Sveukupno je provedeno 20 ciklusa, §to znaci da je na
zlatnu elektrodu naneseno 20 slojeva politiramina. Buduci da je proces polimerizacije
tiramina ireverzibilan ne dolazi do njegove redukcije, pa se na voltamogramu uo¢ava samo
anodni strujni vrh. Povecanjem broja ciklusa povrSina elektrode postaje sve manje

vodljiva, sto dovodi do znatnog opadanja struje u odnosu na pocetni ciklus.
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4.2.2. Karakterizacija Au-politiraminom modificirane elektrode
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Slika 16. Usporedba ciklickih voltamograma 1 mM otopine Ks[Fe(CN)eg]/K4s[Fe(CN)e] u
osnovnom elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer, pH=4,10) na: 1) Au elektrodi; 2) Au-PTy

modificiranoj elektrodi. Snimano uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.

Na slici 16 je prikazana usporedba ciklickih voltamograma snimljenih na zlatnoj
elektrodi i zlatnoj elektrodi modificiranoj politiraminom. Cikli¢ki voltamogrami su
snimljeni u 1 mM otopini Ks[Fe(CN)es]/Ka[Fe(CN)s] pripravljenoj u osnovnom elektrolitu
(0,1 M fosfatni pufer pH=4,10). Vidljivo je da dolazi do razdvajanja anodnih, a jos i vise
katodnih vrhova valova, §to upucuje na prisutnost formiranog sloja na povrsini elektrode.
Takoder, nastali je sloj i opticki vidljiv. Mala razlika u strujnom odzivu izmedu
politiraminom oslojene elektrode i osnovne zlatne elektrode upucuje da sloj politiramina,
koji je dobar izolator, nije u potpunosti prekrio povrsinu zlatne elektrode, nego da postoje

mjesta kroz koja elektroaktivna vrsta prisutna u otopini moze difundirati.

Slika 17 prikazuje usporedbu cikli¢kih voltamograma 1 mM otopine Cu?" iona u
osnovnom elektrolitu na Au i Au-PTy modificiranoj elektrodi. Vidljivo je da kod
potencijala 0,1 V dolazi do oksidacije elementarnog bakra u Cu®, a kod potencijala od
priblizno 0,3 V do daljnje oksidacije u Cu?*. Modifikacijom zlatne elektrode politiraminom
dolazi do smanjenja drugog oksidacijskog vala, a redukcijski val je izraZeniji nego na

nemodificiranoj elektrodi, Sto se moze pripisati stvorenom kompleksu bakrova(ll) iona s
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politiraminom na povrsini elektrode. Izrazeniji redukcijski val na Au-PTy elektrodi je i

dokaz nastanka kompleksa bakra s amino skupinama politiramina.
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Slika 17. Usporedba cikli¢kih voltamograma 1 mM otopine Cu?* iona u osnovnom
elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=4,10) na: 1) Au elektrodi; 2) Au-PTy modificiranoj

elektrodi. Snimano uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s.

PRI

Slika 18. Graficki prikaz odziva Au-PTy modificirane elektrode u osnovnom elektrolitu
(0,1 M fosfatni pufer pH=6,99) (1), te uz promjenu koncentracije askorbinske kiseline: 1
(2),2(3),3(4),4(5) 15 (6) mM. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s, te
uz referentnu Ag|AgCI|3 M KCI elektrodu.
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Slika 19. Ponasanje Au-PTy modificirane elektrode u osnovnom elektrolitu (0,1 M fosfatni
pufer pH=6,99) (1), i uz promjenu koncentracija mokracne kiseline: 1,43 (2), 2,86 (3),
3,33 (4), 4,00 (5) i 4,55 (6) mM. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala 50 mV/s i uz
referentnu Ag|AgCl|3 M KCI elektrodu.

Na slikama 18 i 19 su prikazani odzivi Au-PTy modificirane elektrode u osnovnom
elektrolitu uz promjenu koncentracije askorbinske, odnosno mokracne kiseline. Vidljivo je
da povecanjem koncentracije i askorbinske i mokraéne kiseline rastu vrijednosti struje. U
oba primjera uocljivo je ireverzibilno ponasanje, tj. dolazi samo do procesa oksidacije.
Rast struje askorbinske kiseline pocinje kod potencijala od 0,1 V, a mokra¢ne kiseline kod
priblizno 0,4 V. Ovo ukazuje na pomak potencijala oksidacije mokraéne kiseline na zlatnoj
elektrodi modificiranoj politiraminom naspram Ciste zlatne elektrode, gdje je rast struje
vidljiv ve¢ kod potencijala od 0 V (Slika 14). Modificiranjem zlatne elektrode
politiraminom dolazi do razdvajanja valova askorbinske i mokra¢ne kiseline pomakom
vala mokra¢ne kiseline prema pozitivnijim vrijednostima potencijala, ¢ime se eliminira

njezino interferiranje kod mjerenja koncentracije askorbinske kiseline (Slika 20).
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Slika 20. Usporedba ciklickih voltamograma dobivenih odzivom Au/PTy modificirane
elektrode u: 1) osnovnom elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99), 2) osnovnom
elektrolitu uz dodatak 4 mM mokracne kiseline i 3) osnovnom elektrolitu uz dodatak 4 mM
askorbinske kiseline. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala 50 mV/s. Kao referentna
elektroda uporabljena je Ag|AgCl|3 M KCI elektroda.

Na prethodnoj slici prikazano je ponaSanje zlatne elektrode modificirane
politiraminom u otopinama mokracne i askorbinske kiseline istih koncentracija. Vidljivo je
da na modificiranoj elektrodi nije doSlo do znacajnijeg pomaka oksidacijskog vala za
askorbinsku kiselinu u odnosu na zlatnu elektrodu (slika 14). Medutim, oksidacijski val za

mokraénu Kiselinu pomaknut je gotovo za 400 mV prema pozitivnijim potencijalima.

4.3. Karakterizacija Au-politiramin-Cu modificirane elektrode

Slika 21 prikazuje odzive zlatne elektrode modificirane politiraminom koji je
dodatno kompleksiran bakrom(Il), uz dodatak razli¢itih koncentracija askorbinske kiseline
u osnovnom elektrolitu. Modifikacija s bakrom je provedena kompleksiranjem iz 1 mM
otopine Cu?*/HEPES pufera (100 mM; pH=8), u vremenu akumulacije od 20 minuta. S
povecanjem koncentracije askorbinske kiseline dolazi do veceg strujnog odziva elektrode.
Na potencijalu od 300 mV dolazi do izraZenijeg vrha vala na voltamogramu, Sto je

posljedica kompleksiranja Au-politiraminske elektrode s bakrom.
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Slika 21. Cikli¢ki voltamogram Au-PTy-Cu modificirane elektrode u razli¢itim
koncentracijama askorbinske kiseline: 1 (1), 2 (2), 3(3), 4 (4) i 5 (5) mM, otopljene u 0,1
M fosfatnom puferu pH=6,99. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala 50 mV/s. Kao

referentna elektroda uporabljena je Ag|AgCI|3 M KCI elektroda.

1/ uA

Slika 22. Usporedba ciklickih voltamograma dobivenih na Au-PTy (1, 3) i Au-PTy-Cu (2,
4) modificiranoj elektrodi u 0,1 M fosfatnom puferu (pH=6,99), uz dodatak askorbinske
kiseline koncentracija 1 (1, 2) i 5 (3, 4) mM. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala 50
mV/s. Kao referentna elektroda koristena je Ag|AgCl|3 M KCl elektroda.

Na slici 22 je prikazana usporedba voltamograma dobivenih na Au-PTy i Au-PTy-

Cu modificiranim elektrodama uz dodatak dvije razli¢ite koncentracije askorbinske
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kiseline. Vidljivo je da kod Au-PTy-Cu modificirane elektrode na potencijalima od 0,3 V
dolazi do povecanja struje u odnosu na zlatnu elektrodu modificiranu s politiramin. To se
moze pripisati katalitickom efektu bakra na proces oksidacije askorbinske kiseline, $to je

ujedno i dokaz vezanosti bakra u kompleks s politiraminom na povrsini zlatne elektrode.

4.4, Optimizacija

4.4.1. Optimizacija vremena akumulacije

1/ WA
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E/V

Slika 23. Graficki prikaz odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode u osnovnom
elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99) uz dodatak 1 mM askorbinske kiseline kod
razli¢itih vremena akumulacije bakra iz 1 mM otopine Cu?*/HEPES pufera (100 mM;

pH=8). Snimljeno uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s, te uz referentnu
Ag|AgCl|3 M KClI elektrodu.

Slika 23 prikazuje optimiziranje vremena akumulacije bakra iz 1 mM otopine
bakrovih iona u 0,1 M HEPES puferu s pH=8. Snimljeni su odzivi Au-PTy-Cu
modificirane elektrode u osnovnom elektrolitu uz dodatak 1 mM askorbinske kiseline.
Prema iznosima vr$nih struja vidljivo je da koli¢ina akumuliranog bakra iz otopine na
povrsini elektrode raste s vremenom akumulacije sve do dvadesete minute, nakon cega je
rast zanemariv. Mozemo zakljuciti da optimalno vrijeme akumulacije bakra iznosi 20
minuta. Istovremeno, slika 23 pokazuje da je najvise kompleksa bakra s politiraminom na
povrsini elektrode stvoreno izmedu 10-te i 20-te minute. Sve navedeno je vidljivo i iz slike

24, gdje je odziv elektrode snimljen pri konstantnim potencijalima od 200, 250 i 300 mV.

30



3.0

25 ] . . 300mV
26
1 A
24
] ) 250 mV
22 °
< 20
= 1 A 4 °
- 18
16 -
] o ¢ . 200mV
14 -
4 u
124
] . .
104 .
T T T T T
5 10 15 20 25
t /min

Slika 24. Graf ovisnosti odziva struje Au-PTy-Cu modificirane elektrode u osnovnom
elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99) o vremenu akumulacije bakra iz 1 mM otopine
Cu?*/HEPES pufera (100 mM; pH=8) uz dodatak 1 mM askorbinske kiseline kod
potencijala 200, 250 i 300 mV. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s, te
uz referentnu Ag|AgCl|3 M KCI elektrodu.

4.4.2. Optimizacija pH medija za akumulaciju bakra

Na slici 25 je prikazana optimizacija pH medija za akumulaciju bakra na povrsini
Au-politiraminske elektrode. Akumulacija je provedena u vremenu od 20 minuta iz 1 mM
otopine bakrovih iona pripravljene u puferskim otopinama pH vrijednosti
4,00/5,00/6,00/7,04 (acetatni pufer) i pH=8 (HEPES pufer). Odzivi ove elektrode snimljeni
su uz dodatak askorbinske kiseline. Do najveceg katalitickog efekta na oksidaciju
askorbinske kiseline dolazi kod HEPES pufera pH=8. Ovo se moze pripisati amino skupini
politiramina koja je u luznatom mediju potpuno deprotonirana, S$to omogucuje

kompleksiranje bakra(ll).
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Slika 25. Cikli¢ki voltamogrami odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode u ovisnosti 0
pH mediju akumulacije bakra iz 1 mM otopine Cu?* iona u 0,1 M acetatnom puferu pH
redom 4,00/5,00/6,00/7,04 te u 0,1 M HEPES puferu pH=8; vrijeme akumulacije 20
minuta. Snimano u osnovnom elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99), uz promjenu
potencijala od 50 mV/s i uz referentnu Ag|AgCI|3 M KCI elektrodu.
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Slika 26. Graf ovisnosti strujnog odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode u osnovnom
elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,995) o pH medija. Modifikacija elektrode provedena
uranjanjem Au-PTy elektrode (20 minuta) u 1 mM otopinu Cu?*/0,1 M acetatni pufer pH
vrijednosti 4,00/5,00/6,00/7,04 te u otopinu Cu?*/0,1 M HEPES pufera pH=8, uz dodatak 1
mM askorbinske kiseline. Snimljeno uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s, te uz
referentnu Ag|AgCI|3 M KCI elektrodu.
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Slika 26 prikazuje odzive struje Au-PTy-Cu modificirane elektrode o pH mediju
akumulacije bakra kod konstantnih potencijala. Vidljivo je da kod pH=8 dolazi do najvecih

vrijednosti struja, sto potvrduje gore obrazlozeno.

4.4.3. Optimizacija broja slojeva politiramina

U svrhu optimiranja broja slojeva politiramina, na zlatnu je elektrodu prvi put
naneseno 40 slojeva (slika 27), a drugi put 15 slojeva (slika 29). U oba slu¢aja dolazi do
pada struje nakon prvog nanesenog sloja politiramina, iz ¢ega se moze zakljuciti da u
prvom ciklusu nastaje najdeblji politiraminski sloj. Modifikacija Au-PTy elektrode bakrom
u oba slucaja je provedena akumuliranjem bakra iz 1 mM otopine bakrovih iona i HEPES
pufera pH=8 u vremenskom periodu od 20 minuta. Mjeren je odziv modificiranih elektroda
uz promjenu koncentracija askorbinske kiseline. Kod modificirane elektrode na koju je
naneseno 15 slojeva politiramina (slika 30) dolazi do malo manjih struja u usporedbi s
elektrodom na koju je naneseno 20 slojeva, vjerojatno zbog manjeg broja slobodnih amino
skupina koje vezu bakar u kompleks, Sto utjeCe na smanjenje katalitiCkog efekta na
oksidaciju askorbinske kiseline. Kod modificirane elektrode na koju je naneseno 40 slojeva
dolazi do znatnog smanjenja struja (slika 28) u odnosu na elektrodu s 20 slojeva. Zbog
vece kolicine slojeva na povrsini elektrode dolazi do njene potpune pasivacije i S time
smanjenja odziva. Iz gore navedenog odredeno je da optimalni broj slojeva vezanog

politiramina iznosi 20.

I/ uA

Slika 27. Oslojavanje Au elektrode slojem politiramina (2,5 mM otopina tiramina u
fosfatnom puferu pH=4,10). Ukupno je naneseno 40 slojeva. Snimano uz brzinu promjene

potencijala od 50 mV/s.
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Slika 28. Grafi¢ki prikaz odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode u osnovnom
elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99) (1), te uz promjenu koncentracije askorbinske
kiseline: 1 (2), 2 (3), 3 (4), 4 (5) i 5 (6) mM. Naneseno je 40 slojeva politiramina,
akumulacija bakra iz 1 mM otopine Cu?*/HEPES pufera (100 mM pH=8) 20 minuta.
Snimljeno uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s, te uz referentnu Ag|AgCI|3 M KCI

elektrodu.
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Slika 29. Oslojavanje Au elektrode slojem politiramina (2,5 mM otopina tiramina u
fosfatnom puferu pH=4,10). Ukupno je naneseno 15 slojeva. Snimano uz brzinu promjene

potencijala od 50 mV/s.
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Slika 30. Grafi¢ki prikaz odziva Au-PTy-Cu modificirane elektrode u osnovnom
elektrolitu (0,1 M fosfatni pufer pH=6,99) (1), te uz promjenu koncentracije askorbinske
kiseline: 1 (2), 2 (3), 3 (4), 4 (5) i 5 (6) mM. Naneseno je 15 slojeva politiramina.
Akumulacija bakra provedena je uranjanjem Au-PTy elektrode u 1 mM otopinu
Cu?*/HEPES pufera (100 mM pH=8) u periodu od 20 minuta. Snimljeno uz brzinu
promjene potencijala od 50 mV/s, te uz referentnu Ag|AgCI|3 M KCI elektrodu.

4.5. Bazdarenje Au-politiramin-Cu modificirane elektrode

Na slikama 31, 32 i 33 prikazane su usporedbe jakosti struje u ovisnosti o
koncentraciji askorbinske kiseline pri konstantnim potencijalima od 200, 250 i 300 mV.
Nacinjene su i usporedbe mjerenja neposredno nakon akumulacije bakra te nakon 4 dana
stajanja iste elektrode na zraku. Kod svih potencijala vidljivo je da vrijednosti struje rastu
linearno s promjenom koncentracije askorbinske kiseline. Stajanjem elektrode 4 dana na
zraku, te ponovnim mjerenjem, uoceno je da dolazi do pada vrijednosti struja, Sto znaci da
stabilnost elektrode s vremenom pada. Iz tablice 1 je takoder vidljivo da uzastopnim
mjerenjem koriste¢i elektrodu dolazi do smanjenja njene osjetljivosti. Mjerenje
askorbinske kiseline s Au-PTy-Cu modificiranom elektrodom je u podru¢ju 10 uM, a

podrucje detekcije je 3 uM.

35



0.025 ]

0.020 - .

0.015 ]

1/ pA

0.010 +

n
] o 2
0.005 - . e °®
n
[ o *® ° *
0.000 + o ©

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 20x10° 4.0x10" 6.0x10” 8.0x10* 1.0x10° 1.2x10° 1.4x10° 1.6x10° 1.8x10°

¢/ mol dm™

Slika 31. Usporedba jakosti struje o promjeni koncentracije askorbinske kiseline pri
konstantom potencijalu od 200 mV. Mjerenje provedeno neposredno nakon modifikacije

Au-PTy elektrode bakrom (1), te nakon stajanja iste elektrode 4 dana na zraku (2).
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Slika 32. Usporedba ovisnosti jakosti struje o promjeni koncentracije askorbinske kiseline
pri konstantom potencijalu od 250 mV. Mjerenje provedeno neposredno nakon
modificiranja Au-PTy elektrode slojem bakra (1), te nakon stajanja iste elektrode 4 dana na
zraku (2).
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Slika 33. Usporedba jakosti struje o promjeni koncentracije askorbinske kiseline pri

konstantom potencijalu od 300 mV. Mjerenje provedeno neposredno nakon modificiranja

Au-PTy elektrode bakrom (1), te nakon stajanja iste elektrode 4 dana na zraku (2).

Tablica 1. Usporedba limita detekcije i limita kvantifikacije Au-PTy-Cu modificirane

elektrode pri konstantnim potencijalima odmah nakon akumulacije bakra i nakon stajanja

iste elektrode 4 dana na zraku.

Mjerenje nakon akumulacije Mjerenje nakon 4 dana
LOD LOQ LOD LOQ
Potencijal [mV] R? [mol/dm3] | [mol/dm?] R? [mol/dm®] | [mol/dm?]
200 0,9981 | 1,5397-10* | 4,6237-10* | 0,9969 | 1,9721E-04 | 5,9222-10*
250 0,9994 | 3,4143-10° | 1,0253:10° | 0,9972 | 1,2875E-05 | 3,8664-10°
300 0,9989 | 7,2632:10° | 2,1812:10®° | 0,9949 | 1,7670E-05 | 5,3545-10°
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5. ZAKLJUCAK

Izradena je Au-PTy-Cu modificirana elektroda oslojavanjem zlatne elektrode
politiraminom i vezanjem bakra u kompleks sa slobodnim amino skupinama polimera. Sloj
politiramina je potvrden karakterizacijom Au i Au-PTy elektrode u 1 mM otopini
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e], gdje kod Au-PTy modificirane elektrode dolazi do znacajnijeg

pomaka redoks potencijala. Sloj vezanog politiramina vidljiv je na povrsini elektrode.

Oslojavanjem zlatne elektrode politiraminom sve ve¢im brojem ciklusa dolazi do
njene smanjene vodljivosti. Reakcija elektropolimerizacije tiramina na povrSini elektrode
je ireverzibilan proces. Kod oslojavanja ne dolazi do potpune prekrivenosti povrSine
elektrode, ve¢ ostaju slobodna mjesta kroz koja elektroaktivna vrsta prisutna u otopini
difundira. Modificiranjem zlatne elektrode slojem politiramina dolazi do uklanjanja
interferencija uzrokovanih prisutno$¢u mokracéne Kiseline, §to nije bilo moguce posti¢i na

¢istoj zlatnoj elektrodi..

Pokazan je Kkataliticki efekt Au-PTy-Cu modificirane elektrode na oksidaciju
askorbinske kiseline i dokazana vezanost bakra u kompleksu s politiraminom na povrSini
elektrode. Mijerenje koncentracije askorbinske Kkiseline s Au-PTy-Cu modificiranom
elektrodom je izvedeno u podrué¢ju od 10 UM pa sve do mM koncentracija, a ostvareno je
podrucje detekcije od 3 uM. Stabilnost Au-PTy-Cu modificirane elektrode se smanjuje s
vremenom stajanja na zraku. Takoder, uzastopnim mjerenjem dolazi do pada osjetljivosti

elektrode.

Koli¢ina vezanog bakra na povrSini elektrode raste s vremenom njegove
akumulacije. Optimalno vrijeme iznosi 20 minuta, a najpogodniji pH medija je 8, kada je
amino skupina potpuno deprotonirana i u moguénosti stvaranja kompleksa. Oslojavanjem
zlatne elektrode s 15 slojeva politiramina dolazi do smanjenja odziva struje, zbog manjeg
broja slobodnih amino skupina koje veZzu bakar u kompleks. NanoSenjem 40 slojeva na
elektrodu dolazi do njene potpune pasivacije i s time slabijeg odziva. Optimalni broj

slojeva politiramina na povrSini elektrode je 20.
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6. POPIS SIMBOLA

A — povrsina elektrode, cm?,

Epx — katodni potencijal strujnog vrha, V,

Ep.a — anodni potencijal strujnog vrha, V,

E° — standardni elektrodni potencijal, V

AEp — razlika potencijala strujnih vrhova, V,

Ip,x — visina katodnog vrha, A,

Ip,a — Visina anodnog vrha, A,

ce(O) — koncentracija oksidiranog oblika redoks sustava
ce(R) — koncentracija reduciranog oblika redoks sustava
E — ravnotezni elektrodni potencijal, V,

v — brzina promjene potencijala, V s

R — opéa plinska konstanta, koja iznosi 8,314 J K'* mol*
z — broj izmijenjenih elektrona,

F — Faraday-eva konstanta, C mol?,

¢ — koncentracija elektroaktivne vrste, mol cm

D — difuzijski koeficijent, cm? s

Ip — struja vrha vala, A

E12 — polarografski poluvalni potencijal, V,

k® — standardna konstanta brzine reakcije

o — koeficijent prijelaza elektrona
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Do — difuzijski koeficijent oksidirane vrste, cm? st

Dr — difuzijski koeficijent reducirane vrste, cm? s

Au-PTy — zlatna elektroda modificirana politiraminom

Au-PTy-Cu — zlatna elektroda modificirana politiraminom i bakrom
LOD - limit detekcije

LOQ - limit kvantifikacije
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