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SAZETAK

Adrenalin, ili epinefrin, hormon je i neurotransmiter kojeg lu¢i nadbubrezna zlijezda.
Vazan je posrednik u stresnim situacijama, poput anksioznosti i depresije, te se koristi kao lijek
za stanja poput anafilaksije, krvarenja i sr€anog zastoja. U krvi regulira krvni tlak, broj otkucaja
srca 1 metabolizam glikogena. Njegova prisutnost moze ukazivati na zdravstvene probleme, a
poviSene razine javljaju se kod tjelesnih i emocionalnih trauma, te kod karcinoma i
Parkinsonove bolesti. Elektrokemijske metode detekcije korSitene su za pracenje
neurotransmitera povezanih s bolestima zbog svoje brze reakcije, jednostavnosti uporabe i
visoke osjetljivosti. Razvijen je novi elektrokemijski senzor za osjetljivo i selektivno
odredivanje adrenalina koji se temelji na koristenju elektrode od staklenog ugljika (tzv. GCE)
modificirane kobaltovim(II) kompleksom. Prilikom analize stvarnog uzorka, modificirana
elektroda pokazala je dobru elektroanaliticku aktivnost (u smislu oksidacije adrenalina),
stabilnost, ponovljivost i potencijalnu primjenjivost u komercijalnim farmaceutskim uzorcima.
Dobra selektivnost prema adrenalinu takoder je dokazana i1 analizom potencijalnih smetnji,

gdje na priredenoj elektrodi nisu zamijecene promjene u odzivu osim za vitamin C.
Kljuéne rijeci:

Adrenalin, elektrokemijski senzor, kobaltov(Il) kompleks, elektrokemija



SUMMARY

Adrenaline, or epinephrine, is a hormone and neurotransmitter secreted by the adrenal
gland. It plays an important role as a mediator in stressful situations, such as anxiety and
depression, and is used as a medication for conditions like anaphylaxis, bleeding, and cardiac
arrest. In the blood, it regulates blood pressure, heart rate, and glycogen metabolism. Its
presence can indicate health issues, with elevated levels observed during physical and
emotional trauma, as well as in cases of cancer and Parkinson's disease. Electrochemical
detection is used to monitor neurotransmitters associated with diseases due to its fast response,
ease of use, and high sensitivity. A newly developed electrochemical sensor was used for the
sensitive and selective determination of adrenaline, based on a glassy carbon electrode (GCE)
modified with a cobalt(Il) complex. When analyzing a real sample, the modified electrode
demonstrated good electroanalytical performance (in terms of adrenaline oxidation), good
interference resistance, stability, reproducibility, and potential applicability in commercial
pharmaceutical samples. The good selectivity towards adrenmaline was also demonstrated by
analysing potential interferences, where no changes in response were observed on the prepared

electrode, except for vitamin C.
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Adrenaline, electrochemical sensor, cobalt(Il) complex, electrochemistry
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UvVOD

Adrenalin, poznat i kao epinefrin, jedan je od klju¢nih hormona i neurotransmitera u ljudskom
organizmu, odgovoran za brojne fizioloske funkcije. Njegova uloga u regulaciji krvnog tlaka,
srcanih otkucaja 1 metabolizma glikogena ¢ini ga esencijalnim u stresnim situacijama te
povezan s anksiozno$¢u, depresijom i fizickim traumama. Osim u normalnim fizioloSkim
uvjetima, poviSene razine adrenalina mogu biti pokazatelj ozbiljnih zdravstvenih stanja poput
karcinoma i neurodegerativnih bolesti, ukljucuju¢i Parkinsonovu bolest. Precizna detekcija
adrenalina stoga igra klju¢nu ulogu u medicinskoj dijagnostici 1 pra¢enju razlicitih patogenih

stanja.

Elektrokemijske metode detekcije adrenalina posljednjih su godina privukle znacajnu paznju
zbog visoke osjetljivosti, brzine odgovora i moguénosti primjene kod slozenih uzoraka. Jedna
od najucinkovitijih strategija za poboljSanje selektivnosti 1 osjetljivosti elektrokemijskih
senzora jest modifikacija elektrode koordinacijskim spojem metala. Koordinacjiski spojevi
metala, osobito kobaltovi(Il) kompleksi, pokazali su izniman potencijal kao elektrokatalizatori,

omogucujuci laksu oksidaciju bioloskih molekula poput adrenalina.

Cilj ovog diplomskog rada jest istrazZiti elektrokemijsko ponaSanje elektrode od staklastog
ugljika (GCE) modificirane koordinacijskim spojem Co(Il), (Co(l,2-bpe)>(H20);](6-
NH>nic)(NO3)4H20},) u svrhu odredivanja adrenalina. IstraZivanjem se nastoji doprinijeti
razvoju osjetljivog 1 selektivnog elektroanalitickog senzora temeljenog na koordinacijskim
spojem modificiranoj elektrodi od staklastog ugljika. Kroz elektrokemijsku karakterizaciju
senzora analizira se katalitiCka aktivnost, odnosno sposobnost olakSavanja oksidacije
adrenalina smanjenjem prenapona gole GCE, imobiliziracijom elektrodne povrsine Co(II)

kompleksom.

Osim elektrokemijske analize, rad obuhvaca i spektrofotometrijsko odredivanje konstante
komplesa Co(II) 1 adrenalina, §to omogucava bolje razumijevanje njihove interakcije u otopini
1 preciznije definiranje uvjeta za optimalnu analiticku primjenu. U ovom kontekstu, vazno je
odrediti i1 otpornost senzora na smetnje u stvarnim uzorcima. Ovaj rad pruza sveobuhvatan
pristup analizi adrenalina, kombiniraju¢i elektrokemijske i spektrofotometrijske tehnike, s
posebnim naglaskom na primjenu koordinacijskog spoja Co(Il) u elektroanaliticke svrhe.
Razvijena metoda moze imati Siroku primjenu u farmaceutskoj industriji, medicinskoj
dijagnostici te istrazivanju biokemijskih procesa povezanih s adrenalinskim odgovorom

organizma.



1. OPCI DIO
1.1. Koordinacijski spojevi kobalt(II)

Koordinacijski spojevi su spojevi koji se sastoje od centralnog metalnog atoma, na koji su
vezani ligandi. Sredi$nji atom uglavnom jest atom ili ion prijelaznog metala (Ni, Co, Fe, Cr,

Cu), a ligandi su najcesce anioni ili male molekule (CN-, CI', H>O, CO). [1]

Brojcano su zastupljeniji kompleksi Co(Ill) u odnosu na Co(Il) kod kojih razlikujemo
koordinacijske spojeve s kvadratnom (niskospinskom), tetraedarskom (visokospinskom) i
oktaedarskom (visoko- i niskospinskom) strukturom. Takoder, za razliku od kompleksa Co(III),
Co(II) tvori jednostavnije komplekse. S halogenidnim i tiocianatnim ionima tvori tetraedarske

komplekse:
[Co(H20)6]*" + 4Hal” 2 [Co(Hal)s]* + 6H,O (1)
[Co(H20)6]*>" + 4 SCN™ 2 [Co(SCN)4]* + 6H,0 )

Nadalje, kao primjer niskospinskih kvadratnih kompleksa istic¢e se kobalt(Il) tetrafenilporfirin

prikazan na Slici 1.

Slika 1 Strukturni prikaz kobalt(1l) tetrafenilporfirin [2]

Zatim, za primjer visokospinskog i niskospinskog oktaedarskog Co(II) kompleksa namecu se
heksaakvakobaltov(II) ion [Co(H20)s]*" ili heksacijanokobaltat(II) ion [Co(CN)s]*" prikazan

na Slici 2.
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Slika 2 Strukturni prikaz heksacijanokobaltat(ll) iona. [3]

Komplekse Co(I) moguce je pripraviti mijeSanjem otopine Co(II) soli (u komercijalnoj
primjeni) s pripadaju¢im ligandom u nekoordiniraju¢em otapalu. Takoder, koncentriranjem
smjese 1 kristalizacijom moguce je izdvojiti komplekse. Kationski i anionski kompleksi ovog

tipa mogu se izdvojiti dodavanjem prikladnog protuiona za taloZenje produkta i kristalizacijom.

[3]

Postoje 1 primjeri iskrivljenje oktaedarske geometrije (slika 3) koju susreCemo kod 1D
koordinacijskog polimera [Co(CioHsN4O4S2)2(Ci3H14N2)n] gdje su na centralni kobaltov(II)
ion vezana Cetiri atoma duSika iz Cetiri deprotonirana liganda sulfadiazina i dva atoma dusika

1z dva premosc¢ujuca 1,3— di(4—piridil)propan liganda.

Slika 3 Iskriviljena oktaedarska geometrija Co(Il) u [Co(C10HsN4O4S2)2(C13H14N2)s] [4]



1.2. Koordinacijski spojevi kobalta(Il) i derivata nikotinske Kiseline
Nikotinska kiselina oblik je vitamina B3 koji sudjeluje u mnogim vitalnim funkcijama u
organizmu te njen nedostatak znacajno naruSava pravilnu funkciju organizma. Derivati
nikotinske kiseline pokazali su visoku uc¢inkovitost u lijeenju mnogih bolesti poput upale
pluca i bubreznih bolesti, kao i1 protiv Alzheimerove bolesti i smanjenja visoke masnoce u krvi.
Medutim, upotreba je ograni¢ena zbog nuspojava kao S$to je osim na kozi 1 slicne alergijske

reakcije. [5]

Schiffove baze izvedene iz nikotinske kiseline tvore komplekse s kationima prijelaznih metala
(Co(II), Ni(Il), Zn(II)). Schiffove baze djeluju kao deprotonirani tridentatni ligandi za
kompleksiranje navedenih metalnih iona. Takvi kompleksi imaju oktaedarsku geometriju i

opéu formulu [M(L).] gdje je M = Co(II), Ni(II) ili Zn(II), a L=HL! — HL*. [6]

2-(arilamino)nikotinske kiseline poznate su i kao srediSnja jezgra za sintezu Sirokog spektra
bioloski aktivnih molekula s potencijalnim antibakterijskim, antivirusnim, antialergijskim,
antitumorskim djelovanjem kao i nestereoidnih protuupalnih lijekova. 2-arilaminonikotinske
kiseline sintetiziraju se uglavnom Ullmanovom reakcijom koja zahtjeva vecu koli¢inu bakra 1
duze vrijeme za sintezu. Alternativno, 2-(arilamino)nikotinske kiseline sintetizirane su
aminacijom 2-kloronikotinske kiseline u prisutnosti piridina 1 para-toluensulfonske kiseline u
vodi duZe vrijeme pod uvjetima refluksa. Neke od metoda se provode u otapalima kao $to su

DMF ili ksilen koji su Stetni za okolis. [7]

Na Slici 4 prikazan je ekoloSki prihvatljiv 1 praktican postupak za sintezu 2-
(arilamino)nikotinske kiseline putem aminacije 2-kloronikotinske kiseline odgovaraju¢im
aminom u uvjetima bez katalizatora i1 otapala gdje je prinos reakcije veci, a vrijeme sinteze
skra¢eno. U prvom koraku mehanizma odvija se nukleofilna adicija aril-amino skupine. U
sljede¢em koraku, klor kao dobra izlazna skupina napusta molekulu te se dobiva konacni

produkt. [7]

x COOH Bez katalizatora X COOH
| +  Ar-NH, - WA

N
N Cl Bez otapala H

Slika 4 Aminacija 2-kloronikotinske kiseline u uvjetima bez otapala i bez katalizatora [7]



Piridinkarboksilne kiseline, kao §to su piridin—2—karboksilne kiseline, piridin—3—karboksilne
kiseline 1 piridin—4—karboksilne kiseline te njihovi derivati s doniraju¢im ili akceptorskim
atomima supstituenata na razli¢itim polozajima na piridinskom prstenu, pogodni su za izradu
devet koordinacijskih polimera razli¢itih dimenzija (od 1D do 3D). Takoder, pogodni su za
konstrukciju 3D supramolekulskih struktura 1D ili 2D polimera pomocu slabih interakcija

(vodikove veze, m—m interakcije). [8]

Kobalt(Il) koordinacijski kompleksi pokazuju potencijal kao kandidati za elektrokemijske
senzore zbog niske cijene, dostupnosti 1 izvrsne elektrokataliticke u¢inkovitosti. Pripravljena
su dva strukturno razli¢ita 1D Co(Il) koordinacijska kompleksa s halogenim supstituentima,
bromom i klorom; {[Co(2-Clnic)2(4,4' -bpy)(H20)2]-4H20}n i {[Co(4,4' -bpy)(H20)4][Co(5-
Brnic)4(H20)2]-4,4' -bpy-2H20} . Bromidni i kloridni ioni su slini supstituenti i slabi elektron
akceptori, pa se predvida sli¢na sposobnost koordinacije nakon uvodenja u strukturu. Primjeri

koordinacije Co(II) s halogenim supstituentima prikazani su na Slici 5.
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Slika 5 Prikaz strukture najstabilnijih kompleksa Co(Il) s 2—Cl-nic i 5—Br—nic ligandom u
vodenim otopinama koje sadrze 4,4'-bipiridin [9]



Upotrebom DFT izracuna proucavan je utjecaj vrste i polozaja halogenog supstituenta na
piridinskom prstenu nikotinata. Razlicite strukturne tipove koordinacijskih kompleksa treba
pripisati isklju¢ivo razli¢itim polozajima uvedenih halogenida na piridinskom prstenu liganada,

a ne vrsti atoma halogena. [9]

Strukturno gledano, haloderivati nikotinske kiseline kao §to su klornikotinska kiselina i 5—
bromnikotinska kiselina pokazuju sli¢ne nacine koordinacije metalnih iona. Koordinacijske
polimere kobalta(Il) moguce je pripraviti s 4,4'-bipiridinom i 2—klornikotinskom kiselinom ili
5-bromnikotinskom kiselinom, gdje 4,4'-bipiridin premoS§c¢uje ione metala te tako osigurava

nastanak analognih 1D polimera. [9]

1.3. Adrenalin

Andrenalin, takoder poznat kao 1 epinefrin, (Slika 6) hormon je neurotransmiter kao 1
lijek. Oslobada ga nadbubrezna Zzlijezda. Igra vaznu ulogu kao posrednik stresa uslijed
anksioznosti 1 depresije. Adrenalin se koristi kao lijek za nekoliko stanja povezanih s
anafilaksijom, krvarenjem 1 sr€anim zastojem. U krvi utjece na regulaciju krvnog tlaka, broj
otkucaja srca 1 metabolizam glikogena. Unato¢ mnogim pozitivnim funkcijama, prisutnost
adrenalina moZe ukazivati na probleme u organizmu. Luci se tijekom tjelesnih i emocionalnih
trauma. Takoder javlja se u krvi kod dijagnoze karcinoma u koncentraciji od 0 do 5 nM, kao 1

u niskim koncentracijama kod Parkinsonove bolesti.

OH H
(R) ~
HO
OH

Slika 6 Kemijska struktura adrenalina (epinefrina) [10]



Postoji niz tehnika za detekciju adrenalina kao S§to su tekucinska kromatografija visoke
ucinkovitosti (HPLC), kapilarna elektroforeza i spektrofotometrija. Medutim, ove tehnike

imaju visoku cijenu, zahtijevaju dugo vrijeme analize i predobradu uzorka.

Usprkos mnogim dostupnim metodama odredivanja adrenalina, elektrokemijske metode
prednjace zbog niske cijene, jednostavnosti, brzine odredivanja, visoke osjetljivosti i niske
granice detekcije. Mnogi elektrokemijski senzori razvijeni su za odredivanje adrenalina, na
temelju ugljikove elektrode modificirane razlicitim medijatorima prijenosa elektrona, kao Sto
su poli(kafeinska kiselina), poli(;-asparaginska) kiselina, poli(indoloctena kiselina), poli(,-
metionin), 2-(4-okso-3-fenil-3,4-dihidrokinazolinil)-N'-fenil-hidrazinkarbotioamid, valin,

MnOy/Nafion i kompleks rutenija (rutenijev(Ill) oksid/ferocijanid). [11]

Elektrode prekrivene modifikatorima kao $to su polimeri ugljikovih nanocjevcica, nanocestice
platine 1 zlata, kao i mikrobni biosenzori najzastupljeniji su elektrokemijski alati za detekciju
adrenalina. Shodno tome, moze se zakljuciti da je osjetljivost senzora proporcionalna dobroj
sposobnosti prijenosa elektrona. Sto se ti¢e nemodificirane ugljikove elektrode, koristi ste

ultramikroelektroda od ugljikovih vlakana i staklasta ugljikova elektroda. [12]

Kako je adrenalin katekolamin, elektrokemijski je aktivan 1 moze se detektirati
elektrokemijskim tehnikama. Glavni problem kod takvog odredivanja je bliskost oksidacijskog
potencijala adrenalina s drugim bioloskim molekulama kao S§to su askorbinska kiselina i
serotonin. U bioloSkim teku¢inama poput krvi, koncentracija adrenalina u mikromolarnom je
rasponu, a Zivotni vijek ovih neurotransmitera u izvanstani¢nom prostoru je kratak. Stoga je od
krucijalne vazZnosti pronaci elektrokemijski senzor za detekciju adrenalina u tjelesnim
teku¢inama. Vecina senzora temelji se na ugljikovim nanocijevima (eng. Carbon Nanotube,
CNT), grafenu, grafitu ili nanougljikovim elektrodama. U novije vrijeme pojavila se nova
izvedba visokoosjetljivog senzora temeljenog na elektrodi od MXene/grafit kompozitne paste,
odnosno paste karbida ili nitrida prijelaznih metala s grafitom. MXene pruza stabilnost,

vodljivost i veliku povrSinu, a grafit vodljivost. [13,14]

1.4. Tehnike
1.4.1. UV-Vis-NIR spektroskopija

Spektroskopija jest analiticka tehnika koja proucava interakciju elektromagnetskog

zracenja s materijom kako bi se dobile informacije o strukturi, sastavu i svojstvima tvari.



Omogucava identifikaciju 1 kvantifikaciju razli¢itih kemijskih spojeva te istrazivanje njihovih

fizickih 1 kemijskih karakteristika.

U spektroskopiji, apsorpcija predstavlja proces u kojem kemijska vrsta prisutna u propusnoj
sredini selektivno smanjuje intenzitet neke frekvencije elektromagnetskog zraCenja. Prema
kvantnoj teoriji, svaka elementarna Cestica ima jedinstven skup i raspored energijskih stanja,

pri ¢emu je najnize medu njima osnovno stanje.

Apsorpcija fotona moze nastati samo ako je energija fotona jednaka energijskoj razlici izmedu
osnovnog stanja i nekog viSeg stanja Cestice. Pritom energija fotona prelazi u atom, ion ili
molekulu dovodeéi je u vise energijsko stanje, tzv. pobudeno stanje. Nakon 10° — 10 s,
pobudena vrsta se vra¢a u prethodno ili osnovno stanje prenoseci suviSak energije drugim

atomima ili molekulama u svojoj okolini. [16]

Absorbance

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Wavelength (nm)

Slika 7 Primjer UV-Vis-NIR spektra [15]

UV-Vis-NIR spektroskopija mo¢na je analiticka tehnika koja se nasiroko koristi u znanstvenom
radu 1 istrazivanju, ponajviSe kada je rije¢ o proucavanju svojstava materijala i kemijskih
spojeva. Ova metoda integrirana je s drugim spektroskopskim metodama i1 raCunalnim
tehnikama kako bi se poboljSala njezina analiticka mo¢ 1 proSirila primjena. Omogucava
razumijevanje prijelaza elektrona u molekulama koji su temelji za analizu strukture, sastava i
karakteristika materijala. To je analiticka tehnika koja mjeri apsorpciju svjetlosti u rasponu od

ultraljubicastog (UV), vidljivog (Vis) do bliskog infracrvenog (NIR) dijela spektra.



Glavni dijelovi ovog uredaja (Slika 8) su:
1. Izvor svijetlosti:

Deuterijska lampa za UV raspon (oko 190-400 nm).
Volfram-halogen svjetiljka za vidljivi (400-700 nm) i NIR raspon (do oko 1100 nm).

2. Monokromator je zaduzen za rasprSenje svjetlosti iz izvora na pojedinacne valne duljine.
Sadrzi difrakcijsku resetku ili prizmu koja razdvaja svjetlost na spektar valnih duljina za
dobivanje monokromatske svjetlosti iz volframove lampe, omogucéujuéi odabir specificne

valne duljine za mjerenje.

3. Celije ili kivete su posude za uzorak. Izraduju se od kvarca (UV), stakla (vidljivi dio

spektra) ili plastike, ovisno o rasponu valnih duljina spektra i kemijskim svojstvima uzorka.
4. Detektor je dio uredaja koji pretvara svjetlost koja prolazi kroz uzorak u elektri¢ni signal.

5. Opticki sustav se sastoji od leca, zrcala 1 drugih optickih komponenti koje usmjeravaju
svjetlost unutar spektrofotometra. Opticki sustav omogucava precizno usmjeravanje snopa

svjetlosti kroz monokromator i na detektor.

6. Racunalo 1 programska podrSka: racunalo povezano sa spektrofotometrom prikuplja,
obraduje 1 analizira podatke te upravlja radom instrumenta. programska podrska
omogucuje korisniku da odabere valne duljine, kontrolira postupak mjerenja, te interpretira

rezultate.[16]

E J
E { { \ . Racunalo i softver
:.":._: Oirparnjse
= e
= 1 : Detektor
E Il., —
i“ . l'l
lzwar e

Slika 8 Shematski prikaz uredaja [17]



1.4.2. TEM analiza

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) mo¢na je tehnika za karakterizaciju
slozenih materijala na nano i mikrometarske veli¢ine. TEM se rutinski koristi za morfolosku,
strukturnu i kemijsku informacija karakterizaciju uzorka. U transmisijskoj elektronskoj
mikroskopiji, tanki uzorak, debljine manje od 200 nm, bombardira se visoko fokusiranim
snopom monoenergetskih elektrona. Zraka ima dovoljno energije da se elektroni mogu prenijeti
kroz uzorak, a odaslani elektronski signal znatno se povecava nizom elektromagnetskih leca.
Transmisijski elektronski mikroskop (Prvi prakti¢ni TEM, Slika 9) u kombinaciji s tehnikom
precesijske 3D elektronske difrakcijske tomografije proizvodi obecavajuce rezultate u
podru¢ju odredivanja kristalne strukture i ima veliku prednost jer zahtijeva vrlo male
pojedinacne kristale (od 25-500 nm) i vrlo malu koli¢inu materijala. Kontrast u TEM slikama
nastaje zbog rasprSenja elektrona u uzorku. Elektroni koji produ kroz uzorak sakupljaju se i

koriste za formiranje slike na fluorescentnom ekranu ili detektoru. [18]

— T

i

- Qﬂlll.fo‘

Slika 9 Prvi prakticni TEM, izvorno postavljen u IG Farben-Werke, a sada izloZen u
Deutsches Museumu Miinchenu, Njemacka.

Budu¢i da koristi visokoenergetski elektronski snop u snaznoj interakciji s atomima,
elektronsko zracenje je sklono izazvati promjene u stanju materijala, kao Sto su fazna

transformacija, fazna razgradnja i kontaminacija uzorka. Stoga se mora voditi raCuna o
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odrzavanju materijala u njegovom najprirodnijem stanju, stanje tijekom pripreme i studije

TEM uzorka. [18]

TEM koristi izvor emisije elektrona, poput volframove niti ili monokristala lantanovog
heksaborida (LaBe). Volfram se moze oblikovati kao ukosnica ili mali Siljak, dok LaBg izvori
koriste male monokristale. Pri spajanju pistolja na visoki napon (100-300 kV) i dovoljno jake
struje, piStolj emitira elektrone putem termionicke emisije ili emisije u polju, uz pomoc

Wehneltovog cilindra.

Elektronski snop se formira pomocu elektronskog topa i leca TEM-a, a manipulacija snopom
se vrsi koriStenjem elektromagnetskih 1 elektrostatskih polja, omoguéujuéi precizno
usmjeravanje snopa na uzorak. Usmjereni snop elektrona iz elektronskog topa prolazi kroz
posebno pripremljen ultra tanki dio uzorka. Snop se fokusira na malu povrSinu uzorka pomocu
elektromagnetske sabirne le¢e. Uzorak koji se promatra stavlja se na reSetku od bakrene mreze.
Kona¢no, elektroni se fokusiraju pomocu leée elektromagnetskog projektora (umjesto okularne

le¢e kao u svjetlosnom mikroskopu) na ekranu ili fotografskoj ploci.

Teoretski, maksimalna rezolucija, d, koju se moze posti¢i svjetlosnim mikroskopom ogranic¢ena
je valnom duljinom fotona (4) koji se koriste za ispitivanje uzorka i numerickom aperturom

NA sustava (NA=n-sinf, parametar rezolucije slike). [19]

Dx=—2~2 3)

" 2nsina ~2 NA

gdje je n indeks loma medija u kojem leca radi, a a je maksimalni polukut konusa svjetlosti

koji moZe u¢i u lecu.

Elektroni imaju i valna i Cesti¢na svojstva, a njihova valna svojstva znace da se snop elektrona
moze fokusirati i difraktirati poput svjetlosti. Valna duljina elektrona povezana je s njthovom
kinetickom energijom preko de Broglieove jednadzbe, koja kaze da je valna duljina obrnuto
proporcionalna koli€ini gibanja. Uzimaju¢i u obzir relativisti¢ki pristup (u TEMu brzina

elektrona znacajan je udio brzine svjetlosti ¢), valna duljina je:

Ao = L (4)

E
2m0E<1+—2m0(32 )

gdje je H Planckova konstanta (H = 6,626 1073* J s), mo je masa elektrona u mirovanju, a £ je

kineticka energija ubrzanog elektrona.
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Elektroni se obi¢no generiraju u elektronskom mikroskopu procesom poznatim kao
termoemisija iz zarne niti, obicno volframove, na isti nacin kao i kod Zarulje, ili alternativno
poljem elektronske emisije. Elektroni se zatim ubrzavaju elektriénim potencijalom (mjerenim
u voltima) i fokusiraju elektrostatickim i elektromagnetskim le¢ama na uzorak. Odaslani snop
sadrzi informacije o gustoCi elektrona, fazi i periodi¢nosti. Takoder ova zraka se koristi za

formiranje slike. Shema TEM uredaja dana je na Slici 10. [19]

Elektronski pistol] ‘E = j
SN 2

:)/ anoda
Kondenzirajuca ==

le¢a \L

orom blende T

J uzorak

Srednja \t -
leca “ Projekcijska lec¢a

! .
Fluorescentni

__;\j\/
/ Zaslon

Slika 10 Shema TEM uredaja [19]

Dijelovi TEM uredaja su:

e Izvor elektrona: elektronski piStolj; emitira elektrone.
e Kondenzatorske lece: fokusiraju snop elektrona prije udara u uzorak.

e Nosac uzorka i uzorak.
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1.4.3. ELEKTROKEMIJSKE TEHNIKE - Elektrokemijska impedancijska
spektroskopija
Elektrokemijske tehnike skup su analitickih tehnika koje se koriste za proucavanje
kemijskih reakcija koje ukljucuju prijenos elektrona, mjerenje elektri¢nih svojstava ili kontrolu
kemijskih reakcija uz pomo¢ elektri¢ne struje. Te metode su klju¢ne u analizi i karakterizaciji
materijala, istrazivanju reakcijskih mehanizama, te razvoju novih tehnologija poput baterija,

senzora i korozijskih sustava. [20]

Elektrokemijska impedancijska spektroskopija (EIS) nedestruktivna je tehnika za
karakterizaciju elektrokemijskih sustava. EIS pruza precizne informacije o kinetici i
mehanizmima procesa, te se koristi u istrazivanju korozije, baterija, poluvodica,
elektroplatiranja 1 elektroorganskih sinteza. Takoder se primjenjuje za karakterizaciju
materijala 1 kontrolu rada elektrokemijskih uredaja, poput gorivih ¢lanaka i1 senzora. EIS
metoda omogucuje odredivanje povrSinskih parametara kao §to su brzina reakcije, kapacitet,
vodljivost, dielektri¢na konstanta, te drugi klju¢ni parametri koji utjeu na performanse i

stabilnost sustava. [20,21]

Osnovno nacelo impedancijske spektroskopije je primjena sinusoidnog signala u obliku
elektricnog napona ili struje, ovisno o vrsti uzorka, te pracenje odgovarajuce izlazne struje ili
naponskog odziva pri razli¢itim frekvencijama. Ova metoda takoder moZe ukljucivati
promjene uvjeta, poput temperature ili prenapona. Otpor elektrokemijske ¢elije definira se kao
omjer napona 1 struje. UobiCajeno je da se sinusni izmjeni¢ni napon primijeni na
elektrokemijsku celiju, a mjerenjem struje koja prolazi kroz celiju moZe se odrediti
elektrokemijska impedancija (2).

e = V®
7=x = 0 (5)

Obic¢no se na ulazu primjenjuje izmjenicni napon (V), a zatim se mjeri odgovarajuca izlazna
izmjenicna struja ili obrnuto, kako bi se odredila impedancija sustava. Sinusoidalni izmjenicni
naponi i struje prikazani su na slici 11. Ulazni izmjeni¢ni napon primijenjen na sustav moze se

opisati kao:

V(t) = Vosin(wt) (6)
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(H ) 1 V(t)=Vysin{wt |

AN
T

2 It)=T,sin(wt + )

N EZANEVAN

Phase Shift

Slika 11 Sinusoidalna izmjenicna struja i naponi (sinusoidalni strujni i naponski odziv u
linearnom elektricnom sustavu) [20]

Odgovarajuca izlazna izmjenic¢na struja s istom kutnom frekvencijom (w) i dodatnom fazom

(p)dana je izrazom:
I(t) = Iosin (wt + @) %

EIS se bazira na principu prijenosne funkcije, omjera vremenske funkcije ,,odgovora® i

»pobude* nekog sustava kao S$to je onaj zadan u jednadzbi 5.

_ L(u(t)) _U(s)
H(s) = 1) X 3

EIS mjeri odziv sustava na niskoaplitudni sinusni pobudni signal, a prati odzivni sinusni
(stryyni ili potencijalni) signal. Samo mjerenje mora zadovoljiti linearnost, stabilnost,
uzrocnost, itd. Shematski prikaz radnog sustava elektrokemijske impedancijske spektroskopije

prikazan je na slici 12.
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x(t) = xqsin(wt .. y(t) = yosin(wt + ¢)
of J= Hesinan) Impedancijska
y(t) = yosin(wt) spektroskopija x(t) = xgsin(wt + @)
Radni
&k sustav
18 ebsival il Elektrokeramicki
sustav /\ sustav
Zrnata unutrasnjost Kapacitet elektricnog dvosloja
Zrnata l == :
unutrasnjost  EEE RS ]
£ 2 § = elektrolita
O ¢ o
~ 8 E
(S 5 ,
& © Elektrolit
[y
=
2 Otpor prijenosa
(¢}

elektrona

Slika 12 Shematski prikaz radnog sustava elektrokemijske impedancijske spektroskopije [21]

Medudjelovanje materijal - elektroda u celiji ovisi o koncentraciji elektroaktivnih vrsta,
prijenosu mase na povrSinu elektrode (konstantan otpor elektrolita) 1 elektrona. Spomenute
znacajke karakterizira elektri¢ni krug sastavljen od kondenzatora, otpora i konstantno faznog

elementa koji se mogu spojiti serijski ili paralelno za formiranje ekvivalentnog kruga.

Mali signal pobude koristi se za mjerenja odziva, a elektrokemijski odgovor ¢elije je fazni

pomak. Signal pobude je funkcija vremena:
Ei= Eo'sin(ot) ©)

gdje je E; potencijal u trenutku ¢, Eo amplituda signala, a @ radijalna frekvencija. Poveznica

izmedu radijalne (w) 1 primijenjene (f) frekvencije jest:
w=2f (10)
U lineranom sustavu signal je pomaknut u fazi (@) i amplituda se razlikuje od /o te glasi:
1= Iy sin(wt + D) (11)
Impedancija cjelokupnog sustava dana je jednadzbom:
Z =FE/l=Zy exp(i®) = Zo (cos® + isin®) (12)

gdje je Z impedancija, E potencijal, / struja, w frekvencija, @ fazni pomak. Ako se u

koordnatnom sustavu na x-o0s crta primijenjeni sinusoidni signal, a na y-os signal sinusoidnog
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odgovora, dobije se ,,Lissajousov dijagram* (Slika 13). Nekada je to bio jedini na¢in mjerenja

impedancije. [22]

b)

F“_‘-f; A

I+al

VAN

Slika 13 Lissajousov dijagram [22]

Rezultati dobiveni EIS-om prikazuju se Nyquistovim (Slika 14) 1 Bodeovim (Slika 15)

dijagramom. Nyquistov dijagram predstavlja ovisnost imaginarne komponente impedancije o

realnoj komponenti za svaku pobudnu frekvenciju.

I<|.| l\'| ' I\,i“" I\'l + R ora * [\..g

Slika 14 Nyqustov dijagram [22]
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Na Nyquistovom dijagramu odgovor sustava je polukruzna kapacitivna petlja zbog prisutnosti
jednog kondenzatora u Randlesovom strujnom krugu koji ga opisuje. Otpor elektrolita je vidljiv
na najvisim frekvencijama gdje polukrug sijeCe realnu os impedancije, dok zbroj
polarizacijskog otpora i otpora elektrolita odgovara sjecistu realne impedancijske osi za najnizu

frekvenciju. Promjer polukruga odgovara polarizacijskom otporu. [22]

log|Z|

RQ » R(‘I |

RQ‘

v

Slika 15 Bodeov dijagram [22]
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1.4.4. VOLTAMETRIJSKE TEHNIKE - Cikli¢ka voltametrija
Voltametrijske tehnike spadaju u skupinu elektroanalitickih postupaka u kojima je signal
pobude elektriéni napon. Voltametrija ukljucuje grupu elektrokemijskih metoda u kojoj
informaciju o koli¢ini i vrsti analita saznajemo mjerenjem struje kao funkcije potencijala

narinutog na elektrodu. [23]

Voltametrija nosi naziv po skraéenici od pojma ,,volt-amper-metrija‘“; struja je prikazana kao
funkcija narinutog napona. Oblik amplitude i vremenska ovisnost mogu se razlikovati kod

nekog signala pobude. Voltamogram (Slika 16) graficki je prikaz signala odziva voltametrije.

[24]

Cikli¢ka voltametrija koristi se kao kvantitativna analiza za odredivanje redoks potencijala
razliCitih organskih 1 anorganskih tvari, s ciljem odredivanja mehanizama kao i same kinetike
reakcije. Instrument se sastoji od nekoliko osnovnih dijelova: potenciostat, racunalo i

elektrokemijski ¢lanak. Na potenciostatu se narine Zeljeni potencijal te se mjeri jakost struje.
[26]

E) i,
) B, EC)

O+e-— R

’ .
:
3 0

0 I, i \/_'HI
I

b) R—> Ote

Slika 16 Signali pobude i odziva; voltametrije (a) i ciklicke voltametrije (b). [24]

U cikli¢koj voltametriji smjer signala pobude mijenja se tijekom mjerenja. Pocetni napon je
negativan, a zatim postaje pozitivan nakon postizanja odredenog potencijala (£s). Promjene
potencijala, posmici, linearni su u oba smjera. Tijekom pocetne promjene potencijala, struja
unutar elektrokemijske celije je katodna i odgovara redukcijskoj struji, slicnog oblika kao u
standardnoj voltametriji. Elektrokemijski reverzibilna elektrodna reakcija redukcije moze

seopisati kao u jednadzbi 13:

O+ze &R (13)
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Ovaj prikaz odnosi se na prijelaz oksidiranog oblika (O) u reducirani oblik (R) i obrnuto, ovisno

0 smjeru primijenjenog potencijala.

Na pocetku promjene smjera signala pobude, proces redukcije oksidiranog oblika (O) u
reducirani oblik (R) se joS uvijek odvija jer je potencijal elektrode znatno negativniji od
formalnog potencijala sustava. Daljnjim povecanjem pozitivnog potencijala, potencijal
elektrode priblizava se formalnom elektrodnom potencijalu redoks sustava. To dovodi do
pocetka procesa oksidacije reduciranog oblika (R) koji je nastao tijekom redukcije. Tada se
pojavljuje anodna struja, odnosno struja oksidacije. Struja ¢elije je tada razlika izmedu katodne
(pozitivne) struje redukcije elektroreduktanda (O) i anodne (negativne) struje oksidacije
elektrooksidanda (R). Mjerena struja, ili struja ¢elije, predstavlja razliku izmedu katodne i
anodne struje na radnoj elektrodi. Kako potencijal elektrode postaje sve pozitivniji, struja
redukcije opada, dok struja oksidacije raste, $to uzrokuje da struja ¢elije postane anodna. Pri
odredenom potencijalu, anodna struja dostize svoju maksimalnu vrijednost. Daljnjim
povecanjem potencijala, struja oksidacije kontinuirano opada zbog iscrpljivanja reduciranih
vrsta (R) u otopini uz povrsinu elektrode. Postupno, struja ¢elije opada na razinu osnovne

struje. Graficki prikaz odziva ciklicke voltametrije naziva se ciklicki voltamogram. [24]

A b
¢ .
Nagib, v /
Okret
Okret Start/stop
Start M
T Eo=Ee
v _ 2x28,5=57 mViz N
Etpotson) E: Etfpocton)  Ep 3 T pr a E2

Eo

Slika 17 Reverzibilni ciklicki voltamogram redoks para; pobuda (lijevo) i odziv (desno)
elektrokemijskog sustava [24]

Karakteristi¢ne vrijednosti u voltametrijskom odzivu su potencijali katodnog i anodnog vrha
(Epx 1 Epa), visine strujnih odziva katodnog i anodnog vrha (j,x 1 jp.a), te razlika potencijala
strujnih odziva (AEp). Kod reverzibilne reakcije, brzina prijenosa naboja je dovoljno brza da
koncentracije [O] i [R] slijede Nernstovu jednadzbu. U tom slucaju, struja ovisi o brzini difuzije
reaktanta [O] prema povrSini elektrode i produkta [R] od elektrode prema otopini. U pocetku

promjene potencijala, voltamogram pokazuje ravnu liniju, §to ukazuje na polarizaciju elektrode
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bez elektrodne reakcije. Kada se potencijal dovoljno promijeni da izazove elektrodnu reakciju,
struja raste 1 formira anodni vrh, zatim se smanjuje zbog iscrpljivanja elektroaktivne vrste uz

povrsinu elektrode. Postupno smanjenje struje odziva prikazuje se na voltamogramu (Slika 17).
[24]

1.4.5. Diferencijalna pulsna voltametrija (DPV)
Diferencijalna pulsna voltametrija potenciostatska je metoda koja nudi neke prednosti
naspram uobicajenih tehnika kao S$to je ciklicka voltametrija u tome $to odziv vala serijski
vezanih impulsa raste duz linearne osnovne linije. Nacin na koji se mjeri struja pri svakom

impulsu pomaze u nuliranju pozadinske struje (struje punjenja). [26]
Razmotrimo reakciju:
O+te—-R (14)

gdje se O reducira u jednom koraku do R. Pri vrijednostima potencijala koje su dovoljno
pozitivne u odnosu na E”, ne tede struja prije skoka potencijala (do negativnije vrijednosti).
Primjena skoka potencijala ne uzrokuje znacajno povecanje struje; stoga je diferencijal vrlo
nizak. Pri vrijednostima potencijala koje su zna¢ajno negativne u odnosu na E”, osnovni
potencijal smanjuje koncentraciju (O) maksimalnom brzinom. Primjena niZeg skoka
potencijala (kao Sto je prema negativnijim vrijednostima) malo je vjerojatno da ¢e povecati
brzinu redukcije; stoga je diferencijalna struja ponovno mala. Samo pri potencijalima oko
vrijednosti E* diferencijalna struja ée biti znacajna. U razdoblju tijekom primjene osnovnog
potencijala, (O) se reducira odredenom brzinom. Potencijalni skok (do negativnije vrijednosti)
povecava brzinu redukcije 1 stoga ¢e diferencijalna struja biti znacajna. U normalnim uvjetima

(visina impulsa < 100 mV) visina vrha moZe se izraziti formulom:

l *
(§t)max = T2 (=2) (15)

n2(t—1) 1+o0

gdje je n broj elektrona, F je Faradayeva konstanta (96485 C/mol), 4 je povrSina elektrode (u
cm?), D je koeficijent difuzije (u cm?/s), co" je koncentracija elektroaktivne vrste (u mol/cm?),

a o je dan izrazom:

o= (16)
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gdje je E visina pulsa, T je temperatura (K), a R je univerzalna plinska konstanta (8,314

J/molK)). [26]

2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Priprava otopina

Suspenzija Co(ll) kompleksa

3 mg koordinacijskog spoja Co(Il), Co(1,2-bpe)2(H20)2](6-NH2nic)(NO3)sH20}n uz
sonikaciju dispergirano je u 300uL N,N-dimetilformamida (DMF).

Adrenalin, AD

Koristena je 1 mM otopina DL-adrenalin hidroklorid koja je pripravljena tako Sto je odvagano
2,2 mg adrenalina, prebaceno u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopunjeno do oznake

destiliranom vodom.

Fosfatni pufer pH 7,4 (PBS)

Koristena je 0,2 M otopina fosfatnog pufera pH vrijednosti 7,4 (na 100 mL KH>PO4 pH= 4.5
dodano je 45 mL 0,2 M NaOH).

2.2. Aparatura
2.2.1. Uredaj za elektrokemijska mjerenja
Sva elektrokemijska mjerenja provedena su potenciostatom (Autolab PGSTAT 302N)
povezanom s osobnim racunalom (PC), kojim se upravlja putem softvera GPES 4.9 (Eco
Chemie). Za elektrokemijska mjerenja korisStena je troelektrodna elektrokemijska ¢elija (Slika
18) prikazana. Oznaka R predstavlja radnu, Rr referentnu, a P protuelektrodu. Prije upotrebe,
¢elija je ispirana redom konc. dusicnom kiselinom, vodovodnom vodom, destiliranom vodom

te malom koli¢inom kori§tenog osnovnog elektrolita.
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Slika 18 Troelektrodna celija

Kao radna elektroda koriStena je elektroda od staklastog ugljika. Kao protuelektroda koristena
je platinasta Zica koja je prije svakog mjerenja isprana konc. HNOs. Za referentnu elektrodu
koristena je Ag/AgCl elektroda, tzv. srebro/srebrov(l) klorid elektroda koja je ispirana

vodovodnom i destiliranom vodom prije svakog mjerenja (Slika 19).

Slika 19 Prikaz aparature za elektrokemijska mjerenja
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2.3. Priprava radne elektrode
Radna elektroda od staklastog ugljika (GCE - glassy carbon electrode) je valjak, s bazom
geometrijske povriine 0,126 cm?, u tijelu od teflona. Prije svakog mjerenja GCE elektroda

priprema se na sljede¢i nacin:

a) Mehanicki - brusenje papirima propisane finoce (1200, 1500, 3000) kruznim
pokretima uz vlazenje vodom
Poliranje - pasta aluminijevog(IIl) oksida 1pum te 0,05 pm

b) Odmas¢ivanje - etanol (96%) u ultrazvuénoj kupelji 3 minute

2.4. Priprava modificirane elektrode

Kako je navedeno u prethodnom odlomku, na pripremljenu GCEnanosi se suspenzija
kompleksa. Suspenzija je pripremljena dispergiranjem 3 mg koordinacijskog spoja Co(II),
Co(1,2-bpe)2(H20)2](6-NH2nic)(NO3)4H204n u 300uL  N,N-dimetilformamida (DMF) u
ultrazvucénoj kupelji. Tako pripravljena suspenzija, nanesena je poluautomatskom pipetom (20
#L) na povrsinu GCE kako je prikazano na Slici 20 te je susena u susSioniku 30 minuta na 50

°C.

Slika 20 Proces nanosenja kompleksa na GCE
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3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Karakterizacija koordinacijskog spoja Co(1I)

Koordinacijski spoj Co(Il), Co(1,2-bpe)2(H20)2](6-NH2nic)(NO3)4sH20}n moze se
pripremiti samo u hidrotermalnim uvjetima (Slika 21), jer reakcijom pri normalnom tlaku i

sobnoj temperaturi nastaju kristali liganda.

N )—CHCH,—< N

2:1:1,EtOH/H,0,pH=7
Co(NO;), ' 6H,0 hydrothermal synthesis
130 °C, 72 h

‘, § .4 ‘4 . (1)

Slika 21 Priprava koordinacijskog spoja Co(1l) u hidrotermalnim uvjetima [28]

Asimetricna jedinica spoja sadrzi ion kobalta(Il), dva koordinirana liganda 1,2-bis(4-
piridil)etana, dvije koordinirane molekule vode, 6-aminonikotinatni anion, nitratni ion i Cetiri

kristalno vezane molekule vode (Slika 22).
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Slika 22 ORTEP prikaz {[Co(1,2-bpe)>(H20):] (6-NH:nic)(NO3) x 4H>0},, s oznacenom
shemom atomskog broja (kodovi simetrije (i): x, y - 1, z i (ii): x, y + 1, z). Toplinski elipsoidi
nacrtani su za 50% razinu vjerojatnosti pri 100(2) K, a vodikovi atomi prikazani su kao sfere

proizvoljnih radijusa. [28]

Ton kobalta(IT) u {[Co(1,2-bpe)2(H20)2]*"} 1 kationu oktaedarski je koordiniran putem N1, N2i,
N3 i N4 atoma piridina iz zasebnih liganda 1,2-bis(4-piridil)etanskih liganada (kodovi

simetrije (1): x, y - 1, z 1 (i1): X, y + 1, z) te dvama kisikovim atomima molekula vode (O1 i1 O2)

u trans polozaju (O1-Co1-02 = 177,6(1)°.

3.2. TEM analiza
Za morfolosku karakterizaciju GCE modificirane koordinacijskim spojem Co(I),

Co(1,2-bpe)2(H20)2](6-NHnic)(NO3)4H2O}n  koriStena je  transmisijska  elektronska
mikroskopija,TEM. (Slika 23)

JBO0I0T)

Slika 23 Morfoloski prikaz modificirane GCE
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Kao sto je prikazano na Slici 23, Cestice kompleksnog spoja Co(Il) su voluminozne i uniforno

aglomerirane, §to rezultira jednoli¢nom povr§inom modificirane GCE.

3.3. Elektrokemijska impedancijska spektroskopija (EIS)
Mjerenja elektrokemijske impedancijske spektroskopije provedena su pomocu Solartron

SI 1287 sucelja i Solartron SI 1255 analizatora frekvencijskog odziva (Slika 24).

Slika 23 Potenciostat/galvanostat ,,Solartron SI 1287 “

EIS mjerenja nemodificirane 1 Co(Il) spojem modificirane GCE su provedena u
frekvencijskom podrucju od 0,1 do 100 000 Hz na potencijalu otvorenog strujnog kruga (Eocp).
Rezultati su prikazani u obliku Nyqustovog dijagrama u kojem se moZe uociti da se

povecanjem koncentracije adrenalina smanjuje promjer kapacitivnog polukruga ).

Iz Nyquistovog prikaza (Slika 25-lijevo) vidljivo je opadanje promjera kapacitivnog polukruga
povecanjem koncentracije adrenalina dodanog u osnovni elektrolit. To upucuje na ¢injenicu da
dolazi do smanjenja ukupne impedancije odnosno polarizacijskog otpora nemodificirane GCE
1 da je reakcija oksidacije adrenalina olakSana (katalizirana). Na Slici 25-desno prikazan je
impedancijski spektar GCE modificirane Co(Il) kompleksom. Kao i kod lijevog Nyquistovog
dijagrama, porastom koncentracije adrenalina vidljivo je smanjenje promjera kapacitivnog
polukruga. Takoder u ovom slucaju EIS podaci su uskladivani drugim elemenata ekvivalentnog

elektricnog kruga (EEK) (Tablica 3b). Budu¢i kako povecanje koncentracije adrenalina
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znacajno utjece na impedancijski odziv GCE modificirane Co(II) kompleksom odnosno na
njene elektrokemijske karakteristike elektrode, moze se pretpostaviti da na povrsini elektrode

dolazi do formiranja kompleksa Co(II) i adrenalina.

= 0AD .
 dhD GCE GCE|Co(Il) kompleks /-/
s 500AD

A 1000 AD e
® 5000 AD —

O 10000AD

i

p 008
0.0 100 20.0 300 200 00 100 200 300 400 500
/ KO om? Z.. kwcm?

real

Slika 24 Nyquistov dijagram impedancijskog spektra
nemodificirane GCE (lijevo) i Co(Il) kompleksom modificirane
GCE (desno) u 0,2 M PBS pH 7,4

U Tablici 3. dani su ekvivalentni elektricni krugovi koriSteni za modeliranje impedancijskog
odgovora istrazivanih elektroda. Cilj je bio usporediti odziv razli¢ito pripremljene GCE na
porast koncentracije adrenalina, kako bi se procijenila u¢inkovitost modifikacije na kinetiku

reakcije oksidacije adrenalina.

EEK sadrze dva konstantno fazna elementa (CPE; i CPE»), te otpornike (Ri 1 R2) koji

predstavljaju razli¢ite komponente otpora u sustavu. Re predstavlja otpor elektrolita.

Tablica 3. Ekvivalentni elektricni krugovi koristeni za EIS analizu

Rel CPEL
V\N >
RL CPE2
>_
R2
a) EEK za GCE

Rel

CPEL CPE2
VAN >>
R1 R2
b) EEK za GCE|Co(II) kompleks

Tablica 4. pokazuje kako se pripadajuce vrijednosti elemenata ekvivalentnog elektricnog kruga

(EEK) odnosno parametri poput otpora (R) i kapacitivnosti (Q1 1 O2) mijenjaju s porastom
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koncentracije adrenalina (4D). Promjene u vrijednostima otpora (Ri, R2) i1 kapacitivnih
elemenata (Q1, O») mogu ukazivati na promjene na povrsini elektrode, na nakupljanje slojeva
ili na druge kemijske ili fizikalne procese koji utjecu na impedancijski odgovor ispitivane

elektrode. Zakljucno, iz tablice jest zapazeno da porastom koncetracije opada R».

Tablica 4. Parametri ekvivalentnog kruga dobiveni uskladivanjem za nemodificiranu GCE u
0,2 M PBS pH 7,4

R/Q | 10x0UYT | m | R/Q | 105:0J/Q7 | m | RJ/kQ | NAD)uL
cm? cm2s" cm? cm2s" cm?

11 1,16 0,886 6974 9,46 0,637 314,8 0

11 1,21 0,886 6192 10,11 0,624 2729 100

11 1,28 0,881 5323 10,26 0,590 269.8 500

11 1,32 0,877 7967 10,10 0,580 2259 1000

12 1,27 0,883 5002 11,94 0,578 184,9 5000
12 1,30 0,881 44569 12,99 0,558 1544 10000

Tablica 5. takoder prikazuje parametre dobivene uskladivanjem EIS spektara, ali za

impedancijski odgovor kobaltovim(Il) kompleksom modificirane GCE na povecanje

koncentracije adrenalina. Kao i u prethodnom sluc¢aju, porastom koncetracije opada Ro.

Tablica 5. Parametri ekvivalentnog kruga dobiveni uskladivanjem za kobaltovim(Il)
kompleksom modificiranu GCE u 0,2 M PBS pH 7,4

Re/Q 10°xQ01/Q! n Ri/Q | 10°x0/Q! n Ro/kQ | V(AD)/uL
cm? cms” cm? cms” cm?

9 17,49 1,000 1796 2,76 0,800 80,7 0

7 3,27 0,848 805 2,51 0,793 69,8 100

7 3,05 0,832 1327 2,63 0,798 64,9 500

7 2,73 0,836 1570 2,68 0,800 61,9 1000

8 2,08 0,851 1576 2,75 0,772 57,3 5000

8 2,75 0,902 1580 2,87 0,759 57,2 10000
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3.4. UV-Vis-NIR spektroskopija

U kivetu je stavljeno 400uL DMF i1 100uL suspenzije koja je pripravljena tako da je 3 mg
koordinacijskog spoja Co(Il), Co(1,2-bpe)2(H20)2](6-NH2nic)(NO3)sH20},) dispergirano u
300uL N,N-dimetilformamida (DMF). U kivetu je zatim u obrocima dodavana 1 mM otopina
adrenalin do ukupnog volumena od 3 mL te je pri fiksnoj valnoj duljini od 350 nm snimana
absorbancija. Na slici 25 prikazan je graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o0 molnom omjeru
reaktanata. Iz sjeciSta pravaca vidljivo ja da je omjer 1 : 2 (jedan Co(II) iz Co(II) kompleksa

na dvije molekule adrenalina).

Proracun:

Sjeciste dvaju pravaca:

CL
xX=— =2
Cm

c(Co(lDkomp) :c(AD) =1 : 2
Co’" + 24D = [Co(AD)z]?+

- Kod Amax sav Co’* je usao u novi kompleks
A(u sjecistu) = 1.05214
c(ocitano) = 4.73-10% M
[Co(AD)s)* == = 473 - 107 M
[Co?"]=0.0272 - 4.73-10% = 0.02673 M

[[Co(4D),]**]

K=" corriany2

[AD] = 1.6 103-2-4.73-107%=6.54-10" M
4.73-10™%

= = -2
S 0.02673-(6.54-10-%)2 41372.02 M

Graf pokazuje da do sjeciSta apsorbancija linearno raste, $to ukazuje na stvaranje kompleksa
izmedu adrenalina 1 Co(II) iz Co(Il) kompleksa. Nakon sjeciSta, apsorbancija opada §to znaci
da se u toj tocki postiglo najvece zasic¢enje veznih mjesta na kobalt(Il) ionu. Daljnje dodavanje
adrenalina ne dovodi do formiranja kompleksa, nego moze izazvati promjene u otopini ili

smanjiti stabilnost formiranog kompleksa.
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Slika 25 Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o molnom omjeru reaktanata

Podaci prikazani u Tablici 6. predstavljaju apsorpciju pri 350 nm za razli¢ite koncentracije
adrenalina dodane u sustav, §to odgovara prethodno prikazanom grafu za UV-Vis analizu

interakcije adrenalina i kobalta(Il) iz Co(II) kompleksa.

Tablica 6. Apsorpcija pri 350 nm za razlicite koncentracije adrenalina dodane u sustav (DMF
+ suspenzija Co(Il) kompleksa u DMFu)

A c(ADYM
0,6762 0
0,69318 | 2x10°
0,70341 | 4x10°
0,75175 | 6x10°
0,79596 | 8x107
0,81540 | 1,6x10%
0,83239 | 2x107
0,96907 | 4x107
0,93979 | 8x107
0,74083 | 1,2x107
0,62316 | 1,6x107
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Prvi dio tablice (do A= 0.83239) prikazuje kako apsorbancija postupno raste s povecanjem
koncentracije adrenalina. Ovaj porast apsorbancije odgovara linearnom dijelu grafa do sjecista
Sto ukazuje na stvaranje kompleksa izmedu kobalta(Il) iz kobalt(I) kompleksa i adrenalina.
Nakon maksimalne A= 0.96907, apsorbancija pocinje opadati, §to sugerira da je postignuto
najvece zasi¢enje veznih mjesta te daljnje dodavanje adrenalina smanjuje stabilnost

[Co(AD):]** kompleksa, jer se formirani kompleks kobalta(Il) i adrenalina raspada.

3.5. Elektrokemijska analiza - Cikli¢ka voltametrija

Sva mjerenja ciklicke voltametrije provedena su koriStenjem standardne troelektrodne
¢elije. Aparatura se sastojala od potenciostata (Autolab PGSTAT 302N) spojenog na osobno
racunalo kojim se upravljalo pomocu GPES 4,9 Softwarea (Eco Chemie, Eco Utrecht,
Nizozemska) (Slika 26). Snimljeni su cikli¢ki voltamogrami nemodificirane i kobaltovim(II)
kompleksom modificirane GCE s razli¢itim koncentracijama adrenalina (OuM -100 uM) u 0,2
M PBS (pH=7,4) u podrucju potencijala od -0,4 V do 0,5 V vs. Ag|AgCl brzinom promjene
potencijala od 25 mV s™!. (Slika 27.)

Slika 26 Uredaj za voltametrijska mjerenja
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Takoder strujni maksimumi rastu s povec¢anjem koncentracije adrenalina. Prisutnost Co(II)
kompleksa na povrsini uzrokuje adsorpciju adrenalina iz otopine i nastanak novog [Co(AD),]**

kompleksa.

Pocetak rasta struje koji se pripisuje oksidaciji adrenalina na modificiranoj elektrodi je za
priblizno 20 mV pomaknut anodno u odnosu na nemodificiranu elektrodu. Strujni vrh
oksidacije modificirane elektrode nije jasno definiran i sugerira promjenu u kinetici reakcije.
Spora kinetika sugerira postojanje kompleksa na povrSini, odnosno vezanje adrenalina na
Co(Il) iz kompleksa prisutnog na povrsini. Sinergija Co(Il) iz Co(Il) kompleksa i adrenalina
takoder ukazuje na potencijalnu selektivnost kompleksa prema analitu (,,princip brave i

kljuca®).

0.003
—— GCE —— GCE|Co kemp
—— GCE + 100 AD —— GCE|Co komp + 100 AD
0.002 | GCE + 500 AD 0.002 GCE|Co kemp + 500 AD
GCE + 1000 AD . B GCE|Co komp + 1000 AD
—— GCE + 5000 AD —— GCE|Co kamp + 5000 AD
—— GCE + 10000 AD —— GCE|Co komp + 10000 AD
0.001 |-
0.000
< <
E 0.000 - £
-0.001 -0.002 -
-0.002 |
a) 0004 - | b)
-0.003 | | 1 | 1 I I 1 1 1
-0.4 -0.2 0.0 02 0.4 0.6 -04 0.2 0.0 0.2 04
EIV E/V

Slika 27 Ciklicki voltamogrami snimljeni na GCE (a) i GCE|Cokomp (b) s razlicitom
koncentracijom adrenalina dodanog u osnovni elektrolit.(v = 25 mV s™!)

Zbog procjene procesa koji se odvija na povrsini elektrode, istraZen je utjecaj brzine skeniranja
na strujne maksimume. Slika 28 prikazuje odgovor ciklicke voltametrije (CV)
GCE|Co(II)komp u osnovnom elektrolitu s analitom (1 10> M AD) pri razli¢itim brzinama
skeniranja. Povecanje brzine skeniranja uzrokuje ,Sirenje* ciklickog voltamograma usljed

porasta katodnih i1 anodnih gustoca struje.
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Slika 28 Cikli¢ki voltamogram GCE|Co(II)komp u osnovnom elektrolitu s analitom (1 x107

M AD) pri razli¢itim brzinama skeniranja.

Na Slici 29 prikazana je ovisnost gustoce struje zabiljezene za 258 mV vs. Ag|AgCl, o korijenu
brzine promjene potencijala. Ovisnost struje o brzini skeniranja moZe pomo¢i u odredivanju je
li proces na elektrodi difuzijski kontroliran odnosno je li brzina elektrokemijske reakcije
ograni¢ena brzinom kojom reaktant dolazi do povrsine elektrode. Na grafu je zapazena linearna
ovisnost, §to znaci da je reakcija difuzijski kontrolirana. Razmatranjem se doSlo do zakljucka
kako pravilno optimiranje parametara diferencijalne pulsne voltametrije moZemo iskoristiti za
selektivno vezanje adrenalina na Co(Il) kompleks i modificiranu elektrodu primijeniti za

odredivanje koncentracije adrenalina u uzorku.

1.40 /

log i (MA)

10 12 14 16 18 20 22 24

log v (mVs™)

b)

V1/2 / (mV S-1)1/z

a)

Slika 29. Ovisnost gustoce struje (pri E = 258 mV) o korijenu brzine promjene potencijala.

VI /2
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3.6. Diferencijalna pulsna voltametrija (DPV)

DPV metoda odabrana je za kvantitativnu analizu AD na Co(II) kompleksom modificiranoj
GCE zbog bolje osjetljivosti i nize granice detekcije od CV. Razliciti parametri (potencijal
akumulacije, Eakum, vrijeme akumulacije, fakum, amplituda impulsa, AE, 1 potencijal koraka,
AE;,) optimizirani su kako bi se razvio elektrokemijski postupak za odredivanje adrenalina. Svi
eksperimenti su izvedeni od -150 do 500 mV, Eakum =-150 mV, fakum = 30 s, AE, =25 mV 1 AE;
= 4 mV. Na Slici 30 lijevo su prikazani DPV rezultati dobiveni na Co(Il) kompleksom
modificiranoj GCE u 0,2 M PBS, pH 7,4 iz kojih je vidljivo da kontinuirano dodavanje
adrenalina povecava anodnu vrSnu struju Sto ukazuje na elektrokataliticku aktivnost
modificirane elektrode. Prikazani DPV voltamogrami korigirani su za struju Co(II) kompleksa
(eng.subtract disk file) jer Co(Il) stvara kompleks s adrenalinom S§to je dokazano
spektrofotometrijski. Odgovarajuc¢a krivulja umjeravanja prikazana na Slici 30 desno pokazala
je linearni odnos izmedu struje oksidacije adrenalina i koncentracije adrenalina s osjetljivos¢éu

od 26,92 nA (uM),

018 180
0.16 — 0.1nM

—— 02nmM 170 4 = 119.1 + 26.92¢(AD)
0.14 |- 0.4nM R?=0.971

0.6 MM
0.12 - —— 0.8nmM 160
—— 1.0nM
0.10 - 2.0 M
150

I/ mA
o
o
©
T

1/ nA

140 1

0.04 130

120 4

-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.0 0.5 1.0 15 2.0
E /V vs.Ag|AgCI c(AD) / nM

Slika 30 DPV voltamogrami (uvjeti: Eoum=-150 mV, taum=30s, AE,=25mV, AEs=4mV) za
oksidaciju adrenalina zabiljezeni na GCE|Co(ll)komp sa “subtract disk file * korekcijom u
0,2 M PBS pH=7,4 za ispitivane AD koncentracije.
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3.7. Interferencije

Proucavan je interferirajuci utjecaj nekih tvari, kao Sto su folna kiselina, glicin, urea,
laurinska kiselina, malonska kiselina, limunska kiselina i vitamin C u 1000-strukom suvisku
prema 0,01 mM adrenalinu na odgovor GCE modificirane Co(Il) kompleksom koriste¢i DPV,
buduci da su osjetljivost 1 selektivnost dva vazna parametra u detekciji adrenalina (Slika 31).
Strujni odzivi dobivrni nakon dodavanja svih interferirajucih vrsti u elektrolit s GCE|Co(II)
komp dodavanja je nesto drugacijeg oblika, s pojavom dodatnih promjena ali s zanemarivim
utjecajem na strujni vrh oksidacije adrenalina. Ve¢i utjecaj pokazao je vitamin C, blokirajuci
povrsinu modificirane elektrode. Zaklju¢no, GCE|Co(II)komp je pokazala dobru selektivnost

za odredivanje adrenalina.

120

100

80

AL AL (%)

40 -

20

0 T T T T =1
FA Gly UA LA MA CA \VitC
AD : interferencije 1:1000 1:50

Slika 31 Odnos struje interferencija (Al) i struje adrenalina (Aly) na GCE|Co(Il)komp u
osnovnom elektrolitu
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3.8. Odredivanje adrenalina u realnom uzorku

Realni uzorak bile su Adrenalin bitartarat ampule, dobavljaca PARCOTIC, za infuziju
koncentracije 1 mg/1 mL. Na Slici 32 prikazan je voltamogram za realni uzorak s Cetiri dodatka
standardne otopine adrenalina korigiran za struju Co(Il) kompleksa te pripadajuca krivulja
umjeravanja u svrhu odredivanja nepoznate koncentracije adrenalina u ampuli za infuziju.
Analiza je provedena metodom standardnog dodatka, crna krivulja predstavlja realni uzorak, a
crvene krivulje su dodaci 1mM otopine adrenalina. Ampula za infuziju razrijedena je osnovnim
elektrolitom (u 100 mL pufera dodano je 200 pL realnog uzorka adrenalina nepoznate
koncentracije). Odsjecak na ordinati krivulje umjeravanja odgovara vrijednosti strujnog vrha
oksidacije adrenalina, na osnovu koje je izraCunata nepoznata koncentracija. Pomak struje
oksidacije adrenalina dodatkom standardne otopine (u odnosu na sliku 30) moze biti posljedica
malih razlika u priredenom filmu, odnosno, posljedica korekcije za struju koja potjece od

kompleksa.

100 o0 -
—— Realni uzoral
2x10° M
® 4x10°M
80 - 6x10°M
8x10° M
60 -
<
o
= g4k
20
O —
1 1 1 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

E /V vs.Ag|AgCl
Slika 32 DPV realnog uzorka adrenalina (korigiran za struju Co(Il) kompleksa) zabiljezen na
GCE|Co(Il)komp te pripadajuca krivulja umjeravanja

Na temelju voltamograma i krivulje umjeravanja prikazanih na Slici 32, moze se izracunati

koncentracija adrenalina u realnom uzorku:

1=26,64 + 1,89¢(AD)
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gdje je:

e /[ vrsna struja (nA) koja je oCitana iz krivulje realnog uzorka (Slika 33) te iznosi 37,6
nA.

e ¢(AD) koncentracija adrenalina.
Izra¢un koncentracije adrenalina (= 100 mL) iz jednadzbe pravca:

[=37,6nA
37,6 = 26,64 + 1,89¢(AD)
37,6 — 26,64 = 1,89¢(AD)
10,96 = 1,89¢(AD)
10,96

¢(AD)= 2 = 5,8 uM

Koncentracija adrenalina u ¢eliji od 100 mL iznosi 5,8 uM.

Budu¢i da je volumen od 200 pL realnog uzorka razrijeden do 100 mL osnovnim

elektrolitom, koncentracija adrenalina u ampuli prera¢unava se kao:

5,8 uM x 100 mL

C =
AD 0,2 mL

cap = 0,00290 M

Koncentracija adrenalina u 200 pL realnog uzorka je 0,0029 M. Masena koncentracija

adrenalina u ampuli za infuziju je 0,967 mg/mL (M = 333,29 g/mol)

Novi senzor, temeljen na kobaltovom(Il) kompleksu dao je zadovoljavajuce rezultate i
uc¢inio navedeni spoj prikladnim za kvantitativna mjerenja adrenalina u farmaceutskom

uzorku.
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4. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu istrazena je elektroanalitiCka primjena koordinacijskog spoja
kobalta(Il), {/Co(1,2-bpe):(H20):] (6-NH>nic)(NO3)*x4H>0}, za odredivanje adrenalina.
KoriStenjem modificirane staklaste ugljikove elektrode (GCE) te primjenom
ciklickevoltametrije i elektrokemijske impedancijske spektroskopije (EIS), utvrdena je
sposobnost ovog kompleksa da olaksa oksidaciju adrenalina, Sto ga ¢ini pogodnim za njegovu
detekciju u razli¢itim uzorcima. Modificirana elektroda pokazala je znacajnu osjetljivost 1
selektivnost prema adrenalinu, s poboljSanim elektroanalitickim karakteristikama u usporedbi

s nemodificiranom elektrodom.

Spektrofotometrijska analiza, kojom je potvrdeno da dolazi do formiranja stabilnog kompleksa
izmedu adrenalina 1 Co(Il) pridonijela je razumijevanju interakcije izmedu kobalt(II)
kompleksa i adrenalina. Linearni odnos izmedu vr$ne struje i koncentracije adrenalina, dobiven
na temelju krivulje umjeravanja, omogucio je precizno odredivanje koncentracije adrenalina u

realnom uzorku.

Zakljucno, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da koordinacijski spoj kobalta (Co(Il)) ima
veliki potencijal za primjenu u elektrokemijskom odredivanju adrenalina, zbog svojih
povoljnih kompleksirajucih i selektivnih svojstava i jednostavnosti primjene. Ovakav pristup
mogao bi se dalje razvijati u svrhu stvaranja komercijalnih senzora za brzu i ucinkovitu
detekciju adrenalina u bioloSkim te farmaceutskim uzorcima, Sto otvara prostor za Siru

primjenu u klinickoj dijagnostici 1 analitickim laboratorijima.
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