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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA:

1. Priprava ion-selektivne elektrode na bazi grafita za odredivanje ionsko-asocijacijskih
kompleksa na bazi acebutolola.

2. lspitati odzivne karakteristike pripravljenih membrana.



Sazetak

Pripravljena je i opisana ion-selektivna elektroda na bazi ugljikove paste za acebutolol,

kardiovaskularni lijek koji spada u skupinu beta-blokatora.

Modificirana CPE temelji se na ugljikovoj pasti i ionsko-asocijacijskim kompleksima koji

sadrze acebutolol i razna veziva.

Ukupan broj pripravljenih i testiranih membrana s razli¢itim udjelima ugljika, veziva i IAC-a
je 20. Najbolje odzivne karakteristike pokazala je membrana 17 koja sadrzi 52,3% grafita,
44,00% veziva, 2,80% IAC-a i 0,90% NaTPB. Tako modificirana elektroda pokazala je
Nernstov nagib od -52,8 meV po koncentracijskog dekadi u podru¢ju linearnosti od 3,16-10-6
do 3,16-10-3 M . Vrijeme potrebno za uspostavu stabilnog odziva je oko 1 minute. Ovako

pripravljeni senzor moguce je primijeniti za odredivanje acebutolola u bioloskim uzorcima.

Kljuéne rije¢i: elektroda na bazi ugljikove paste, acebutolol, IAC



Summary

An ion-selective electrode based on carbon paste for acebutolol, a cardiovascular drug from

the family of beta blockers, determination was prepared and described.

The modified CPE is based on carbon paste and ion association complexes which contain

acebutolol dissolved in various bonding fluids.

The total number of prepared and tested membranes with different proportions of carbon,
bonding fluids and IAC is 20. The best response characteristics were shown by membrane 17
containing 52.3% graphite, 44.00% bonding fluid, 2.80% IAC and 0.90% NaTPB. The
electrode thus modified showed a Nernst slope of -52.80 meV per concentration decade in the
linearity range of 3.16-10-6 to 3.16-10-3 M. The time required to establish a stable response is
about 1 minute. The sensor prepared in this way can be used to determine acebutolol in

biological samples.

Keywords: carbon paste electrode (CPE), acebutolol, IAC
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1. Uvod

lon-selektivne elektrode (ISE) su elektrokemijski senzori koji omogucavaju
potenciometrijsko odredivanje povrSinski aktivnih tvari. Osjetni element vecine ion-
selektivnih elektroda je homogena ion-selektivna membrana, no moze biti i heterogena
ion-selektivna membrana. Heterogena membrana se sastoji od elektroaktivne vrste i

inertnog veziva.

Postoju i univerzalne ion-selektivne elektrode krutog stanja koje, za razliku od
membranske ion-selektivne elektrode, sadrze samo povrsinski sloj aktivne vrste utrljane u

zbivenu pastu grafita i hidrofobnog materijala.™

Uz to Sto je jednostavna metoda, potenciometrijsko odredivanje osnovano na ion-
selektivnim elektrodama (ISE) ima nekoliko prednosti, na primjer metoda je brza,
jednostavan je nacin pripreme, nedestruktivna je metoda, potrebna je jednostavna
aparatura, nema kontaminacije... Uz sve to ima i jako §iroko dinamicko podrugje (1-107*

do 1-10® mol/dm?®) i visoku selektivnost.™?

Nijedna ion-selektivna elektroda ¢vrstog stanja nije bila dovoljno dobra za odredivanje
sulfata (S0#7). Utvrdeno je da signale nekih elektroda uvelike ometaju drugi anioni
(NO7,NO3,Br~,1~,ClO;, SCN™).13



2. Opéi dio
2.1. Potenciometrija

Signal elektrokemijskog senzora potjece od odziva prisutnog analita. U elektrokemijske
metode odredivanja koncentracije analita spadaju potenciometrija, konduktometrija,

amperometrija i voltmetrija, kulometrija i mjerenje elektri¢cnog kapaciteta.

Elektrokemijske metode se mogu podijeliti u dvije glavne skupine: medufazne i

nemedufazne metode.

Nemedufazne metode se zasnivaju na ¢elijama poznate veli¢ine s dvjema elektrodama koje
mjeru elektri¢nu provodljivost cijele otopine. Medufazne metode daju odziv kada dodu u

direktan ili indirektan kontakt s analitom.

Potenciometrija je statiéna medufazna metoda. U potenciometriji se koristi pH-metar koji

sadrzi staklenu membransku elektrodu kao indikatorsku elektrodu.

Odziv se javlja zbog razlike u potencijalu (V) izmedu dva kraja membrane i pretvara se u

pH ljestvicu na osnovu Nernstove jednadzbe.!

p— po 4 KT [RED]
- nF " [OKS]

@)
Gdje je:

E — potencijal ¢lanka,

E° — standardni potencijal polureakcije,

R = 8,314 JJKmol — plinska konstanta,

T — temperatura,

n — broj elektrona koji sudjeluju u polureakciji,
F =96 485,3321 A/mol — Faradayeva konstanta,
[RED] - aktivitet reduciranog dijela,

[OKS] — aktivitet oksidiranog dijela.



Dvije elektrode su uronjene u razliCite otopine da bi se sprije€ilo njihovo mijeSanje, no
povezane su elektrolitnim mostom, koji provodi elektricitet iz jedne otopine u drugu.

Opc¢eniti ¢lanak se moze prikazati kao:

referentna elektroda | elektrolitni most | otopina analita | indikatorska elektroda

Potencijal elektrokemijske ¢elije je:

Ec’elije = Eing — Eref + Epren

)
Gdje je:

Ecelije — potencijal elektrokemijske celije,
Eina — potencijal indikatorske elektrode,
Erer — potencijal referentne elektrode,

Epren — prenapon.

Potenciometrijski senzor je u usporedbi s ostalim tehnikama jako selektivan, visoke
osjetljivosti, toCan 1 dostupan analiticki instrument. Potenciometrijski senzori su
primjenjivi za tofno odredivanje farmaceutika 1 bioloskih uzoraka. Stoga je

potenciometrija jako dobra alternativna tehnika za odredivanje lijekova.

Potenciometrija je tehnika koriStena u analitiCkoj kemiji, uglavnom za odredivanje
koncentracije analita u otopini. U toj tehnici mjeri se potencijal izmedu dvije elektrode
koriste¢i voltmetar visoke otpornosti. Koriste¢i takav voltmetar se osigurava da je tok

elektri¢ne struje neznatan, stoga je takav sustav u ravnotezi.!®

Elektrokemijskim metodama se mogu precizno odrediti organske molekule, kao $to su to

lijekovi i ostale slicne molekule i neke bioloske tekucine te njihovo oksidacijsko stanje.!”

Inovativne paste s grafitom su obnovljive, imaju stabilan odziv, mal ohmski otop i ne
zahtjevaju unutarnju otopinu. Senzori s grafitnim pastama se mogu jako lako modificirati
te su jako svestrane, manjim modifikacijama se moZe uvelike poboljsati odziv samog
senzora.® Takve elektrode su uglavnom napravljene od grafitnog praha i veziva koje je
ve¢inom mineralno ulje, te modificirajuce jedinice koja je specifi¢na za svaki tip analita.
Ta modificirajuc¢a jedinica povecava selektivnost samog senzora te mu smanjuje vrijeme
odziva. Takoder su netoksi¢ni 1 sigurni za okoliS. Uz potenciometriju mogu se koristiti i u

amperometriji i voltmetriji.®? Ugljikove paste se mogu modificirati 1 raznim



nanomaterijalima koji povecavaju osjetljivost elektrode povecanjem kontaktne povrsine i

brzim prijenosom signala $to je posljedica poboljSane kinetike prijenosa elektrona.!*®!

2.2. Elektrode

Elektrode su materijali koji provodu elektrone i prenosu ih na drugo tijelo. S obzirom da
se prijenos elektrona moze dogadati ili s elektrode na otopinu ili obrnuto, one se mogu
podijeliti u dvije glavne podskupine, a to su: katode i anode. Katode prenose negativni
naboj (elektrone) u otopinu (elektron donor), a anoda prenosi pozitivan naboj (elektron

akceptor). One se koriste u mnogim podru¢jima kao $to su biologija, kemija, medicina itd.

Elektrokemijske ¢elije su zasnovane na redoks reakcijama. Kemijska energija se pretvara
u elektri¢nu energiju. Na anodnoj strani, gdje se dogada oksidacija, elektroni se ispustaju
iz aktivnog materijala povecavaju¢i mu oksidacijsko stanje. Na katodnoj strani, gdje se
dogada redukcija, aktivni materijal prihvac¢a elektrone smanjuju¢i mu oksidacijsko

stanje.tt!

2.2.1. Indikatorske elektrode

Idealna indikatorska elektroda daje jako brzi i reproducibilni signal na promjenu
koncentracije analita iona. lako nijedna indikatorska elektroda nije potpuno specifi¢na u

svom odzivu. Dijele se u tri podskupine:

metalne (kovinske),
membranske,

ion-osjetljivi tranzistori efekta polja.

2.2.1.1. Metalne elektrode

Metalne elektrode se dalje mogu podijeliti u elektrode prvog (1) reda, elektrode drugog (1)
reda, elektrode treceg (111) reda i inertne redoks elektrode.

2.2.1.1.1.Elektrode (I) reda

Elektroda prvog reda je Cista metalna elektroda koja je u ravnotezi s svojim kationom u

otopini. Prisutna je samo jedna reakcija, npr.:



Culayy +2e” & Cug),
®)
za koji je Nernstova jednadzba:

0,0592
2

0,0592
2

Eing = E2, + logac,»+ = E&, — pCu,

(4)

a opceniti prikaz Nernstove jednadze je na grafu 1.

y Odsjetak = E%m

l‘(:‘-ind

pX

Graf 1. Graficki prikaz opéenite Nernstove jednadzbe za elektrodu (1) reda™

2.2.1.1.2.Elektrode (I1) reda

Metali se mogu koristiti kao indikatorske elektrode koje daju odziv na lako topljive
taloge i komplekse tog metala, npr.

AgCl(s) +e © Ag(s) + Cl(_aq),

®)

za koju je Nernstova jednadzba prikazana na grafu 2.



Eina

0.0592
I

Nagib =

\ Odsjeﬁak = EggCUAg

pCl

Graf 2. Graficki prikaz Nernstove jednadzbe za elektrodu (1) reda™!l

2.2.1.1.3.Elektrode (I11) reda

Elektrode trec¢eg reda jesu metalne elektrode kojima je elektrodni potencijal funkcija
koncentracije nekog drugog kationa, ali ne kationa metala od kojeg je elektroda nacinjena.
U ovom slucaju metal je u kontaktu s dvije tesko topljive soli (jedna ima kation metala
elektrode, a druga ima kation kojemu trebamo odrediti koncentraciju, a obje soli imaju isti

anion) uronjene u otopinu soli drugog metala.
PbC,0, < Pb** + C,0%"
(6)
CaC,0, & Ca?t + C,03
@
CaCl, & Ca?t + 2Cl".
®)
2.2.1.1.4. Inertne redoks elektrode

Nekoliko relativno inertnih vodic¢a imaju odziv na redoks reakcije. Tako se paladij, platina,

zlato 1 ugljik mogu koristiti za pracenje redoks sustava.



2.2.1.2. Membranske elektrode

Najcesca metoda za odredivanje pH je mjerenje potencijala koji se javlja duz tanke
staklene membrane koja razdvaja dvije otopine s razli¢itim koncentracijama H* iona. Po
uzoru na to razvijene su i druge vrste membrana koje pruzaju selektivan odziv na mnoge

druge ione.

Membransek elektrode se ponekad nazivaju p-ion elektrode jer se dobiveni rezultati

prikazuju kao p-funkcije, npr. pH, pCa, pNOs.
Membranske elektrode se dijelu na:

staklene elektrode,
talozne elektrode,
teku¢inske membransek elektrode,

enzimske i plin osjetljive elektrode.

2.2.1.2.1. Staklene elektrode

Staklene elektrode su se uglavnom koristile za odredivanje pH. U daljnim istrazivanjima
se doslo do otkrivanja razli¢itih kompozicija stakla koje mogu sluZiti za odredivanje raznih
kationa. Uklapanjem Al2Os3 ili B20s u staklo ima pozeljan efekt. Takvim staklenim
elektrodama se mogu odredivati kationske vrste kao $to su: Na*, K, NH4*, Rb*, Cs™, Li* i

Ag’.
2.2.1.2.2. Tekuéinske membranske elektrode

Potencijal teku¢inske membranske elektrode se razvija duz dodirne povrSine izmedu
otopine koja sadrzi analit i teku¢ine za ionsku izmjenu koja se selektivno veze za ion
analita. Takve elektrode su razvijene za izravno potenciometrijsko mjerenje brojnih

polivalentnih kationa kao i nekih aniona.™!



Staklene ili
plastiéne
Agelektroda cijevi

Tekuéina za ionsku
izmjenu (organska)

Vodena otopina
AgCl+ CaClz

Porozna plastiéna membrana
koja sadrzi tekuéinu za ionsku
izmjenu

Slika 1. Tekucéinska membranska elektroda za odredivanje kalcijevog (II) kationa*]

Elektri¢ni
kontakt

Kuéiste
Vodena otopina

AgCl + MCl,

Unutarnja

vodena Ag/AcCl
otopina elektroda
HCli CaCl,

Agl/AgCl
referentna elektroda

Porozna plasti¢na
— membrana koja
sadrzi ionski

TR Ion-selektivno
izmjenjivad podrugje
"~ Staklena membrana
Staklena pH elektroda

Slika 2. Usporedba staklene pH elektrode i tekuéinske membranske elektrode™]

2.3. lon-selektivne elektrode (ISE)

lon-selektivna elektroda se definira kao elektroanaliticki senzor s membranom C¢iji

potencijal prikazuje aktivnost iona koji se odreduje. Membrane ISE su sainjene od tekuc¢ih



elektrolitnih otopina ili od ¢vrstih ili staklenih elektrolita koje imaju dovoljnu provodnost
elektrona u uvjetima na kojima se izvodi mjerenje. ISE imaju brojne prednosti kao §to su:
ne utjecu na ispitivane otopine,

prenosive su,

pogodne su za izravno odredivanje i1 kao senzor titracije,

isplative su.

U potenciometriji se linijski dijagram ISE elektrode moze prikazati kao:

referentna elektroda 1 | otopina 1 | membrana | otopina 2 | referentna elektroda 2012

2.3.1. Elektrode s kristalnom membranom

Mnoga istrazivanja su se posvetila razvijanju krute membrane koja je selektivna za anione

u istoj mjeri kao i staklena membrana za katione.

Ove elektrode posjeduju membranu koja sadrzi tesko topljivu sol metala kao aktivnu
komponentu. Selektivnost ovih membrana ovisi 0 konstanti produkta topljivosti tesko
topljivih soli. Selektivne su za one ione koji su sadrZzani u membrani kao i za one s kojima

ioni iz membrane grade teSko topljive soli ili komplekse.

Membrane pripravljene od lijevanih peleta srebrovih halogenida se mogu uspjesno koristiti
u selektivnom odredivanju klorida, bromida i jodida. Uz te elektrode postoji i jedna koja
je selektivna za odredivanje sulfidnih iona zasnovana na polikristalu Ag.S. Kod oba tipa
membrana srebrovi ioni srebra su dovoljno mobilni da bi provodili elektri¢nu struju kroz
kruti medij. Mjesavine PbS, CdS i CuS s Ag»S stvaraju membrane koje su selektivne za
odredivanje Pb%*, Cd?" i Cu?".

Elektrode s kristalnom membrano se mogu podijeliti u elektrode s homogenom

membranom i elektrode s heterogenom membranom.!*%

2.3.1.1. Homogene membrane

Homogene membrane su sainjene od jedne vrste kristala, ali njihova osjetljivost na
svjetlost uzrokuje promjene u Eise. Naprekad u svojstvima, kao $to je smanjena osjetljivost
na svjetlost i povecanje podrucja osvjetlivosti, se postize upotrebljavaju¢i preSanih

mjesavina srebrovih halogenida i Ag,S, taj postupak ih ¢ini mnogo manje topljivima.[*?!



Zbhog velike pokretljivosti Ag™ iona u membranama od Ag-soli elektri¢ni kontakt s
unutarnjom stranom membrane moze se ostvariti preko metalnog vodi¢a. PovrSina
elektrode je selektivna i na druge molekulske vrste koji s ionima membrane tvore tesko

topljive soli ili stabilne topljive komplekse.™

2.3.1.2. Heterogene membrane

Kod heterogene membrane se Koristi inertno vezivo da bi se oblikovala membrana koja
pruza odredena mehanicka svojstva. Iako je glavna uloga veziva pruzanje inertnog kalupa
za ugradivanje aktivnog materijala, njegova svojstva su takoder jako vazna. Prvenstveno
moraju biti kemijski inertna i pruzati odredena adhezivna svojstva s Cesticama. Neka od
veziva mogu biti parafinsko ulje, vosak, PVC, polietilen, silikonska guma itd. Silikonska
guma ima idealna hidrofobna svojstva te ima odli¢nu fleksibilnost i otpornost na pucanje

i bubrenje u vodenim otopinama.

Elektri¢ni kontakt se ostvaruje kao i kod homogenih ¢vrstih membrana, preko unutrasnje

elektrolitne otopine i unutrasnje referentne elektrode.™**!

2.3.2. Elektrode s nekristalnom membranom

Elektrode s nekristalnom membranom se jo§ nazivaju i elektrode s polimernom
membranom. Napravljene su od posebnih organskih polimernih membrana koje mogu

sadrzavati razne ionofore za izmjenu iona.

Inaktivni nosa¢ membrane moze biti neporozan (npr. PVC, staklo) ili porozan (npr.

mikroporozni filtar).

Najcesce se koriste kod elektrode za odredivanje kalija, kalcija i nitrata. 2 4]

2.3.2.1. Elektrode sa staklenom membranom

Ove elektrode su najpoznatije i najkoriStenije membranske elektrode.

Elektrode sa staklenom membranom su napravljene od specijalnog stakla koje provodi
ione. Mjenjaju¢i mu sastav dolazi do povecanja selektivnosti, kemijske otpornosti itd.

Najucestalija elektroda sa staklenom membranom je pH elektroda.
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Rad se zasniva na promjeni potencijala izmedu dviju otopina koje su razdvojene tankom
staklenom membranom. Ta razlika potencijala proizlazi zbog razlike aktiviteta

(koncentracije) H* iona u otopinama.

Unutrasnjost membrane je ispunjena otopinom elektrolita u kojoj se nalazi referentna

elektroda (najcesce Ag/AgCl).

Aktivitet H* iona u unutra$njosti otopine je stalan. Staklo se protonira ili deprotonira kada

dode do promjene aktiviteta vodikovih iona na vanjskoj strani staklene membrane.

Imaju Siroko podrucje koriStenja. Mogu se koristiti u analizi okolisa (gdje se koriste za
odredivanje koncentracije fluorida i ostalih halogenih elemenata, nitrata, cijanide i

sulfida), u metalurgiji, geologiji, analizi hrane i medicini.*%

2.3.2.2. Elektrode s mobilnim prenosiocem

Elektrode s mobilnim prenosiocem se nazivaju jos i elektrode s teku¢om membranom.

Dijele se u tri podskupine

membrane koje sadrze otopljene pozitivno nabijene mobilne prenosioce kao aktivnu tvar
membrane, te reagiraju na promjenu aktiviteta aniona. Mobilni prenosioc moze biti npr.
kvarterna amonijeva sol

membrane koje sadrze otopljene (organsko otapalo) negativno nabijene mobilne
prenosioce kao aktivnu tvar membrane, te su osjetljive na promjene aktiviteta kationa.
Mobilni prenosioc moze biti npr. tetra-p-klorfenilborat

membrane koje sadrZze otopljen nenabijene mobilne prenosioce kao aktivnu tvar
membrane, te su osjetljive na promjenu aktiviteta kationa. Mobilni prenosioc moze biti
npr. antibiotik valinomicin otopljen u difenil eteru koji gradi kompleks s K* ionima ili

moze biti visoko selektivni ligand za Ca?* ione.

2.3.3. Specijalne ion-selektivne elektrode

Specijalne ion-selektivne elektrode najcesce sadrze dvije membrane odvojene tankim

slojem elektrolitne otopine.™
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2.3.3.1. Elektrode za plinove

Elektrode za plinove imaju dvije membrane i unutarnju elektrolitnu otopinu. Jedna
membrana je hidrofobna i propusna za plin, a druga je selektivna za ione. Molekule plina
difundiraju duz membrane i reagiraju s otopinom. Promjena pH se detektira pH

elektrodom.

Koriste se za mjerenje koncentracije ili parcijalnog tlaka NH3, CO2, SO2, NOs, HF, HoS i
HCN. Rad im se temelji na reakciji ionizacije molekula plina s vodom. Promjena pH je

uzrokovana nastajanjem iona.
Elektrode za plinove najéesc¢e sadrze amonijak i ugljikov dioksid.? (4!

2.3.3.2. Enzimske elektrode (biosenzori)

Rad enzimskih elektroda se temelji na katalitickoj reakciji enzima s specificnim

supstratom, a produkt te reakcije (najées¢e H* ili OH") se detektira pH elektrodom.

Mogu se koristiti za razne biokemijske reakcije bilo to izravno ili preko intermedijera.
Elektrokemijski biosenzori su ili amperometrijski ili potenciometrijski.

Prostor izmedu osjetljive povrSine selektivne elektrode i1 dijafragme je ispunjen

materijalom u kojem se nalazi imobilizirani enzim, suspenzija bakterija ili dijelovi tkiva.

Ove reakcije se dogadaju na specijalnim membranama kao $to je to glukozna elektroda.**

[12], [14]
2.4. Elektrode na bazi ugljika

Tokom istrazivanja svojstava dripping elektrode na bazi ugljika, razvijena je nova vrsta

elektrode u obliku paste, koja posjeduje jedinstvene prednosti.!*]

Kemijski modificirane elektrode na bazi ugljika imaju Siroko podrucje primjene u poljima
elektrokemije. U usporedbi s ISE zasnovanih na polimernim membranama, elektrode na
bazi ugljika imaju mnogobrojne prednosti kao $to je lakoca priprave i obnavljanja, stabilan

odziv i jako nizak otport!

Svi ugljikovi materijali u elektrodama imaju zajednicku strukturu Sestero€lanog
aromatskog prstena sp? hibridizaciju koja podrzava elektriénu vodljivost, sposobnost

formiranja kompleksa za prijenos naboja, jedinstvena opticka svojstva, mogucnost
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interakcije s razli¢itim elementima i1 kemijsku reaktivnost. Najpopularniji ugljikovi
materijali u primjeni su staklasti ugljik, ugljikova pasta, ugljikova vlakna, film, trake, grafit
impregniran voskom itd.!*”!

Pasta se priprema mjeSanjem ugljika (u obliku grafita) i organskog veziva dok ne nastane
jednolicna masa. Nastala pasta je umjereno gusta, a moguce su priprave razlicitih

konzistencija.

Platinska Zica se proteze kroz Sipku da bi stvorila elektri¢ni kontakt. Pasta se nanosi u
udubinu sve dok se ne postigne ravna i glatka povrsSina poravnata s povrSinom Sipke. ViSak

paste se ukloni malom Spahtlom (slika 3).
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Slika 3. Konstrukcija elektrode!!

lako su pokazale veliku u¢inkovitost u anodnoj polarografiji, zahtjevaju impregnaciju
voskom da bi se postigli ponovljivi rezultati. Nasuprot tome grafitne paste se mogu

pripremiti za oko 5 minuta. Mogu se koristiti vide puta i davati precizne rezultate.!*®!

Elektrode na bazi ugljika se koriste za potenciometrijsko odredivanje raznih kationa,
aniona, organskih i farmaceutskih vrsta. Jedna od najvaznijih grupa elektroda na bazi

ugljika je zeolitno modificirana elektroda. ¢!

Elektrode na bazi ugljika su joS§ privlaénije zbog mogucih naknadnih modifikacija s
razli¢itim modifikatorima, npr. elektrokatalizatori i/ili enzimi koji se mogu umjeSati u

grafitnu pastu. Moguce su povrsinske modifikacije paste dodatkom metalnih filmova,
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(bio)prepoznavajucih elemenata i/ili zaStitnih membrana. lako ucestalije koriStenje
njihovih koncentriranih otopina, grafitne paste se vecinski koriste kao obicne elektrode u
kombinaciji s razli¢itim nosa¢ima §to omogucéava manipulaciju i obnavljanje same paste.
Postoju istrazivanja o smanjivanju elektroda na bazi ugljika postavljaju¢i ih u teflonske
kapilare promjera 75 - 100 um. Jedan od mogucih problema kod smanjivanja elektroda je
veli¢ina Cestica grafita te otezana manipulacija paste mikroelektrode. Mikro i ultra-mikro
elektrode su postale jako vazne u elektroanalitici, biomedicini i analizi okoliSa, ne samo
zbog mogucnosti koristenja kod malih volumena uzoraka i mikrolokacija ve¢ i zbog svoje

dominanten radijalne difuzije, tankog dvostrukog sloja, niskog otpora itd.[#
Po nacinu djelovanja modifikatori se mogu podijeliti u Cetiri skupine:

ciljano hvatanje odredenih vrsta (npr. predkoncetracija u analizi ispiranjem);
posredovanje u elektrodnim reakcijama imobilizacijom molekula ili njihovih fragmenata;
djelovanjem katalitickih pojava (npr. kataliticko elektrokemijski odaziv);

mijenjanje karakteristika povrSine paste.
Modifikatori se mogu podijeliti u nekoliko skupina:

kemijski spojevi 1 analiticki reagensi;
ionski izmjenivaci;

minerali gline (zeoliti 1 sli¢ni materijali);
huminske supstance;

supstrati zivih organizama.™”!

2.4.1. Grafit

Grafit je polumetal sa jednoosno posloZenim kristalnim strukturama te ga karakteriziraju

dvije razlicite dielektri¢ne funkcije.

Male, meke ljuskice prirodnog grafita se mogu naci u raznim kamenim formacijama, ali
se na njima nije vrsilo toliko istrazivanja jer su relativno neciste. Velika koli¢ina ugljika
se moze proizvesti pirolizom uglji¢nih para na temperaturi od 2000°C. Nastali materijal se
naziva piroliti¢ki grafit, saCinjen je od mnogo malih kristala s nasumi¢nim orjentacijama

oko C osi, no s promjenjivim razinama otklona C 0si.1*%!
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Blizina valentne i vodljive vrpce ¢ini grafit poluvodi¢em, da bi se povecala vodljivost i

magnetska svojstva potrebno je unjeti neCistoce ili dovesti elektrone do povrsine.!*”

th

JEDINICNA
CELIJA

Slika 4. Struktura grafita(2o

Struktuta obi¢nog grafita se sastoji od slojeva ugljikovih atoma koji tvoru heksagone s
podijeljenim rubovima, svakom sloju je polovica atoma ravno iznad atoma donjeg sloja, a
druga polovica iznad centra heksagona. Ukupna struktura je sa€injena od tih ponavljaju¢ih

jedinica, a treci sloj (prikazan isprekidanim crtama) je simetri¢an s druga dva (slika 5).2

Slika 5. Slojevita struktura grafital2!!

Obicno se grafitni prah ne tretira prije uporabe. Prije se pokuSavala smanjiti nepoZeljna

razina apsorpcije komercijalnog grafita, no to se kasnije pokazalo neisplativim.®”
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U elektrodama na bazi ugljika se naj¢esce koriste dvije vrste grafitnih pasti, jedna je CPE
(obi¢na pasta na bazi ugljika) i CILE (50:50 omjer grafita i OPFP, n-oktilpiridin
heksafluorofosfat) (slika 6). Elektroda spravljena s OPFP je imala konstantnu kompoziciju

s pozeljnijim elektrokemijskim karakteristikama.

CPE je karakterizirala neravnomjerna povrsina uzrokovana mikrometarskim ljuskicama
grafita. Dok je CILE pasta imala jednoli¢niju i gladu povrSinu. MoZe se primjetiti velika
razlika u povrsini izmedu CPE i CILE paste, no razli¢iti omjeri OPFP veziva u pasti nisu
radili znacajnu razliku u konzistenciji paste. Sve paste razli¢itih omjera grafita i veziva su
imale poboljSana elektrokemijska svojstva nakon grijanja do tocke taljenja veziva. Nakon
poliranja paste na povrSini imaju metalni sjaj. PovrSine svih omjera grafita i veziva su
jednoli¢ne i pokazuju visoku razinu adhezije OPFP-a i grafita. Cak i pri najmanjim

koli¢inama veziva (cca. 5%), grafit zadobiva zagladenu povrsinu.'??

Slika 6. Usporedba povrsine CPE (a) i CILE (b)[?2

Kod priprave pasti na bazi ugljika moze do¢i do djelomi¢ne oksidacije povrSine Cestica
grafita koje su u kontaktu s otopinom. Tokom aktivacije se mogu stvoriti razne funkcijske
skupine koje sadrze kisik, na povrS$ini paste. Stoga fragmenti koji su u dodiru s otopinom
postaju jako hidrofilni te odbijaju hidrofobne molekule veziva (slika 7). Anodizacijom
dolazi do uklanjanja lipofilnog sloja veziva $to rezultira promjenama na povrSini paste,

povrsina im postaje hidrofilna i stoga se po¢inje ponasati kao ¢vrsti grafit.!”!
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Slika 7. Oksidacija povrsine Cestica pastel'’) 22

2.4.2.  Tekudine za lijepljenje/veziva

Povezivanje grafitnog praha s vezivom u guscu smjesu pruza bolja elektrokemijska

svojstva same paste.

Nepolarna veziva ispunjavaju sve vazne kriterije, kao Sto su kemijska inertnost,
neisparljivost, ne mijesaju se u vodi i tvore paste finih konzistencija. Uz to postoje i neke
nepozeljne karakteristike pasta kao Sto je to topivost u organskim otapalima. U tom
podrucju su se boljima pokazale paste napravljene mjeSanjem s vezivima na bazi ulja, §to
su takoder jako ucestala veziva. Jo§ neka od grupa veziva su organofosfati, i1ako su se te
polarne supstance prije koristile kao modifikatori pasti na bazi ugljika, njihova uporaba
kao veziva je relativno nova pojava. Njihovo poZeljno svojstvo je visoko svojstvo ionskog
sparivanja. Nasuprot tome, organofosfati kao veziva mogu biti jako nestabilna i mogu

davati ¢udan odnos signala 1 Suma Sto zahtjeva posebnu obradu.

Priroda ponasanja pasti na bazi ugljika se moze prikazati sljede¢im fizikalno-kemijskim

karakteristikama:

heterogenost (kompozicija paste),
lipofilnost (hidrofobnost),
niski omski otpor (visoka provodljivost),

nestabilnost u ne-vodenim otopinama (disintegracija),

17



niska isparljivost,

ograniceno vrijeme zivota.

Ove karakteristike su usko povezane s mikrostrukturom paste na bazi ugljika. Istrazivanja
su pokazala da su paste na bazi ugljika loSe homogenizirane i prekrivene samo tankim
slojem veziva, no individualne Cestice grafita su ipak u nekakvom fizickom kontaktu ispod
sloja veziva §to objasnjava niski omski otpor velike veéine pasta na bazi ugljika. Drugo

objasnjenje njihove visoke provodnosti moze biti efekt tunela sli¢an kao kod poluvodica.

Paste na bazi ugljika mogu se uvelike promijeniti s vremenom (starenje paste). Ta
karakteristika se rijetko spominje, no ustanovilo se da je uzrok povezivanja grafita s

smatraju povezanima isklju¢ivo uz karakteristike veziva.

IstraZivanja usporedbe pasti s identicnim grafitom, a razli¢itim vezivom su pokazala da se
polarizacijska granica moze efektivno kontrolirati izborom veziva. Primjerice, pasta na
bazi ugljika povezana s trikrezil-fosfatom ima ekstremne polarizacijske granice, od -2 do

+2 V i amonijakalnom puferu.

Objasnjenje elektrokemijskih reakcija za paste na bazi ugljika i njihove elektroliticke
aktivacije se moze objasniti mehanizmom rupica. Mehanizam rupica govori da kroz male
otvore prolazu samo usmjerene kretnje. Taj model prikazuje sloj veziva koji sadrzi mnogo
malih rupica koje imaju ulogu u prijenosu mase i naboja. Njihov radijus je neovisan o

kompoziciji paste na bazi ugljika, ve¢ o aktivaciji povrSine paste.

Uloga veziva kao neelektroliticki fenomen je od izuzetne vaZnosti za adsorpcijske
interakcije. Na povrSini pasta, adsorpcija se dogada uglavnom preko modifikatora, a ne

preko samih Cestica grafita.!*”!

Neka ucestalija veziva koja se koriste mogu biti dioktilftalat (DOP), dibutilftala (DBP),
tris(2-etilheksil) fosfat (DOPh), trikresil fosfat (TCP), fosfovolframna kiselina (PTA),
fosfomolibdinska kiselina (PMA), parafinsko ulje itd.l®!

2.4.3. Sol (Na-TPB)

Tetrafenilboratne soli alkalijskih metala (Li-Cs) su jako jednostavne i poznate organske
soli. Natrijev tetrafenilborat, koji je vodotopljiv, se uvelike koristio u kvantitativnom

odredivanju mnogih metalnih iona i organskih kationa. Natrijeve 1 cezijeve soli su jako
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stabilne na zraku i vlazi. Njihova struktura je istrazivana u viSe navrata raznim metodama
pri sobnoj temperaturi i niskim temperaturama. M* ioni (M=K-Cs) su u krutom stanju
povezani s Cetiri fenilna prstena tvoreéi nepravilno tetraedarsko okruzenje, §to rezultira
polimernim jednodimenzionalnim stupcima. Strukture laksih inaCica, kao $to su soli natrija

i litija, nisu jo$ u potpunosti poznate.?%

Slika 8. Struktura NaTPB[?4

2.4.4. Uporaba na farmaceuticima — pregled literature

U zadnje vrijeme se povecala uporaba potenciometrijskih senzora jer mogu precizno
odrediti farmaceutsku vrstu u slozenim bioloskim i farmaceutskim uzorcima. Jedna od
najkoristenijih elektroda je bila elektroda na bazi ugljika (CPE) zbog svojih mnogih

prednosti u odnosu na ostale potenciometrijske senzore.

Ciklickom voltametrijom se odredivao paracetamol uz pomo¢ elektrode na bazi ugljika.
Koristila se grafem-modificirana pasta na bazi ugljika u amonijakalnom puferu (pH 8,5).
Modificirana elektroda je pokazala izvrsnu elektroanalitiC¢ku aktivnost prema oksidaciji 1
redukciji paracetamola S§to je rezultiralo znatnim snizavanjem pika potencijala, a
povisenjem pika struje u usporedbi s nemodificiranom elektrodom. Naspram
ireverzibilnom ponaSanju povrSine elektrode na bazi ugljika, promatrala se kvazi-
reverzibilna redoks reakcija na elektrodi modificiranoj grafemom. Uoceno je razdvajanje
pikova od 66 mV na stopi od 50 mV/s. Jedinstvena svojstva grafema su zasluzna za te
rezultate jer grafem ima jako veliku kontaktnu povrSinu i pove¢anu sposobnost prijenosa
elektrona. Takva elektroda se koristila u voltametriji kvadratnog vala za kvantitativno
odredivanje paracetamola te se moze smatrati uspjeSnom metodom za odredivanje

paracetamola u farmaceutskim pripravcima i uzorcima urina. Uz grafem, za izradu paste
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se koristilo i parafinsko ulje. Ustanovljeno je da je linearno dinami¢ko podruéje (LDP) za
odredivanje paracetamola ovom metodom izmedu 2,5-10° i 1,43-10% M, a granica

detekcije (GD) je 6,0-107" M.2%

Razvijena je jednostavna, brza i visokoselektivna metoda za izravno elektrokemijsko
odredivanje acebutolol hidroklorida (AC). Razvoj metode se zasnivao na izradi triju vrsta
senzora. Senzori su bili konvencionalni polimerni senzor, pasta na bazi ugljika i
modificirana pasta na bazi ugljikovih nanocijevi. Napravljeni senzori su se bazirali na
uklapanju acebutolol hidroklorida u PTA stvarajuci jedinicu za ionski izmjenu. Senzori su,
pri temperaturi od 25°C, postigli nagib od 55,6 £ 0,5, 57,14 + 0,2 i 58,6 + 0,4 mV mol/L,
za otopine koncentracija od 1:10° do 1:102, 1-107 do 1-102 i 5108 do 1:102 M s
granicama detekcije od 5-107, 5-10® i 2,5-10® M. Nisu pronadene nikakve interferirajuce

vrste. 261

Predstavljeni su rezultati odredivanja iona neostigmina (Ns) cetirima modificiranim
elektrodama na bazi ugljika. Senzor 1 je napravljen od ionsko-asocijacijskog spoja Ns-
TPB, senzor 2 je koristio Ns-PT, senzor 3 mjeSavinu Ns-PT i Ns-TPB te senzor 4 Ns-
PT+pB-CD. Dobiven je Nernstov nagib u rasponu od 61,5 = 0,5 do 64,5 £ 0,5 mV u pH
podrugju od 3,8-10, za otopine koncentracija 1-107 do 1-10 M. Granica detekcije je bila
6,3:10% M.27

U jednom od radova usporedena je analiza sertralina senzorom s polimernom membrano i
senzorom s kemijski modifiranom pastom na bazi ugljika. Kao elektro-aktivna jedinica se
koristio sertralin tetrafenilborat (Ser-TPB). Pokazali su brzi odziv na ione sertralina u
koncentracijskom podru¢ju od 0,01 do 10,00 mmol/L. Granice detekcije su bile 2,8019,55
pmol/L s Nernstovim nagibom od 56,6 i 59,6 mV. Dodatkom razli¢itih anionskih
dodataka, u glavnhom natrijevog tertafenilborata (NaTPB) i kalijevog tetrafenilborata
(KTPB), su se poboljsale odzivne karakteristike senzora. Senzor se uspjeSno mogao
primjeniti u titraciji otopine iona sertralina s NaTPB. Koli¢ina iona se moZe precizno

odrediti u rasponu od 0,34 do 34,27 mg."

Potenciometrijom se odredivao haloperidol-fosfomolibdat, aktivna tvar lijeka haloperidol,
uz pomo¢ modificirane paste na bazi ugljika. Elektroda je pruzila dobar Nernstov nagib od
56,9 + 0,3 mV s linearnim rasponom koncentracija od 3,2-10° do 1-102 M. Granica
detekcije je iznosila 1,5-10° M. Odzivno vrijeme je bilo izmedu 5 i 8 sekunda (s).

Elektroda je jasno razlikovala ione haloperidola od anorganskih iona, iona Secera i nekih
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iona drugih lijekova na pH 6,2-8,6 i temperaturi od 20-60 °C. Senzor se Kkoristio za

odredivanje haloperidola u urinu i farmaceutskim smjesama.?”

U sljede¢em istrazivanju je pripravljena elektroda na bazi ugljika za odredivanje
triheksifenidil hidroklorid (THPCI). Elektroda se Kkoristila u potenciometrijskom
odredivanju THP iona u farmaceutskom pripravku i urinu. Senzor je spravljen na bazi
ionskog para THP-TPB otopljenog u dibutilftalatu. Dobiven je Nernstov nagib od 57,8 +
0,4 mV u rasponu koncentracija od 1,2-10° do 1:102 M s granicom detekcije od 7,1-1077
M. Moze se koristiti u pH podrucju od 2,5-4,8.50

Doksiciklin je antibiotik iz grupe tetraciklina, Siroke uporabe. Postoje mnoge metode za
odredivanje doksiciklina, no nijedna nije dovoljno brza i isplativa. Stoga je predloZena
izrada potenciometrijskog senzora na bazi ugljika. Za izradu paste koristio se ionsko-
asocijacijski  spoj doksiciklina s fosfovolframovom kiselinom (Dc-PT), s
fosfomolibdenskom kiselinom (Dc-PM) i silikovolframnon kiselinom (Dc-ST). Tim trima
elektrodama su se dobili nagibi od 59,49, 63,98, 59,52 mV pri 25°C. Granica detekcije je
6,30, 5,0 1 3,98 umol/L. Navedeni senzori pruzaju kratko vrijeme odziva (< 12 s) i moze

se koristiti barem 2 mjeseca bez ikakvih znatnih odstupanja.

Za odredivanje lijeka atrovastatina u farmaceutskim pripravcima su pripravljene dvije
elektrode na bazi ugljika. Senzor A je sacinjen od ionsko-asocijacijskog spoja atrovastatina
i 5,6-diaminouracil hidroklorida (AST-DAUH), a drugi senzor (B) od smjese lijeka s
pikrinskom kiselinom (AST-PC). Od tri razli¢ita otapala DOPH je imao najbolje rezultate,
te je davao Nernstove nagibe od 58,76 + 0,8 1 57,48 £ 1 mV. Vrijeme odziva je 101 12 s,
a granica detekcije 1,3-10° i 2,2:10®% M na koncentracijskom rasponu od 2,5:10° do
7,9102M i 3,0-10° do 7,9-102 M.

2.5. Acebutolol

Acebutolol je beta-blokatot koji sluzi za lijeCenje hipertenzije i aritmije te se Cesto koristi
u lijeCenju angine pektoris. Strukturno gledano je eter, tocnije 2-acetil-4-

(butanoilamino)fenil eter.
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Acebutolol

Slika 9. Struktura acebutolola33!

Izgledom su fini bijeli kristali¢i, nehigroskopan je i prakticki bez mirisa. Njegova sinteza

nije previse slozena i schematski se moze prikazati kao:

0
OH ocH,ChH—CH
OCOCH, - COCH, H,C! 2
Fries COCH,
—_— —_—
reaction
NHCOCH,CH,CH, NHCOCH,CH,CH, NHCOCH,CH,CH,
OH / OCH,CHOHCH;NHCH(CH,), OCH,CHOHCH, NHCH(CH,),
COCH,
¢r @COCHs COCH,4
NH, NHCOCH,CH,CH; NH,

Slika 10. Sinteza acebutolola34

Acebutolol ima relativno nisku topljivost u lipidima. Topljivost acebutolol hidroklorida,
pri sobnoj temperaturi, u vodi je 200 mg/mL, a u etanolu 70 mg/mL.

Acebutolol se brzo apsorbira, $to rezultira maksimalnom koncentracijom u plazmi u roku
od 2-4 sata. Prisustvo hrane ili alkohola ne utjeCe znaCajno na razinu apsorpcije
acebutolola. lako se oralnim uzimanjem apsorbira oko 90% lijeka, njegova dostupnost je
izmedu 35% i 45%, sto je posljedica efekta prvog prolaza ¢ime se drasticno smanjuje

koncentracija lijeka do ulaska u krvotok.

Acebutolol se labavo veze za proteine plazme, njegova volumna raspodjela nakon
intravenoznog uzimanja je od 1,0 do 1,2 L/kg, dok je nakon oralnog uzimanja 11,3+ 3,5

9,2 + 2,6 L/kg za oba enantiomera.

22



Oralnim uzimanjem se velika vecina lijeka metabolizira u jetri Kroz proces prvog prolaza.
Glavni metabolit koji nastaje tokom tog procesa je diacetolol koji je stereoselektivan za R-
(+)-enantiomer. Kod starijih ispitanika je koncentracija acebutolola i diacetolola u krvnoj
plazmi znatno veca nego u mladih ispitanika, $to moze biti posljedica Smanjenog utjecaja

prvog prolaza ili smanjena razina distribucije volumena.

Vrijeme poluzivota acebutolola je otprilike od 3 do 8 sati. Razina izlu¢ivanja acebutolola
i diacetolola kroz bubrege je 25% do 45% oralno uzete doze lijeka. Za intravenozno uzeti
lijek je ta razina nesto veca, pa iznosi izmedu 40% 1 60% uzete doze lijeka. Kod ispitanika
sa smanjenom bubreznom funkcijom je ta razina ekstrakcije bila manja, no vrijeme
polueliminacije acebutolola se nije promijenilo. Nasuprot tome vrijeme polueliminacije
diacetolola se produzilo kod ispitanika sa smanjenom bubreznom funkcijom. Acebutolol

se takoder izlu¢uje preko maj¢inog mlijeka, sline i cerebrospinalne tekucine.
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3. Metodika

Tijekom eksperimentalnog rada koristene su sljede¢e kemikalije za pripravu otopina:

Octena kiselina (CH3COOH, M = 60,05 g/mol), p.a., Kemika, Zagreb

Bezvodni natrijev acetat (C2HaNaO2, M = 82,035 g/mol), p.a., Gram-mol, Zagreb
Natrijev tetrafenilborat (NaTPB, Na[B(CsHs)4], M = 337,93 g/mol), Mercek, Germany
(TBATPB)

Srebrov nitrat (AgNOs), p.a., Kemika, Zagreb

Timrex KS 44 Graphite, p.a., Imerys Graphite & Carbon, Svicarska
Dibutilftalat (DBP, C16H2204, M = 278,34 g/mol)
Dioktilftalat (DOP, C24H3s04, M = 390,564 g/mol)

3.1. Priprava otopina
3.1.1. Priprava ionsko-asocijacijskog kompleksa (1AC)

U destiliranu vodu se doda 0,0932 g acebutolola te se u tikvici razrijedi destilinarom
vodom do 25 mL (Cacebutolol = 0,01 M).

U druge tikvice od 25 mL se otopi 0,2400 g PTA (cpta = 0,0100 M) i 0,1521 g PMA (Cpma

= 0,0100 M). Nakon §to se spojevi otopu razrijedu se destiliranom vodom do oznake.

- -rw,—"’ -
- S S

Slika 11. Priprava otopina PMA (a) i PTA (b)

U otopine PTA i PMA se dokapava otopina acebutolola, kap po kap, a zatim se mijeSa na

magnetskoj mijesalici 1 sat.
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Nastaju blijedozeleni talog kod PMA i blijedonarancasti talog kod PTA koji se ostavljaju
preko no¢i, a sutradan se vrsi filtracija preko odgovarajuceg filtar papira za nastale taloge.
Talog se ispire destiliranom vodom do negativne reakcije na kloride pomoc¢u AgNOs, 0,10

M. Tako pripremljeni talozi se suse 3 dana na sobnoj temperaturi.

Slika 12. Nastali talozi PMA i PTA

Slika 13. Filtracija nastalih taloga PMA i PTA

3.1.2. Priprema pufera

U tikvicu od 1000 ml se doda malo destilirane vode, dovoljno da se otopi 452 mg NaAc
(M = 82,035 g/mol), i 570 pL koncentrirane octene kiseline (o(CH3COOH) = 99,5%, p =
1,05 kg/L). Time nastaje acetatni pufer Cija je pH vrijednost 4,5.
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3.1.3.  Priprema standarda acebutolola

Za pipremu standarda izvagano je 0,0295 g Cistog acebutolola u ¢aSicu i otopopljeno u
maloj koli¢ini destilirane vode. To se prenese u tikvicu od 25 mL te se napuni do oznake

prethodno spravljenim acetatnim puferom.

Macebutolol = 0,0295 ¢
Vpufera = 25 mL
Macebutolola = 372,89 g/mol

Za eksperimentalni dio su potrebne otopine razli¢itih koncentracija pa se od standarda
uzima 6,3 mL i prenosi u tikvicu od 25 mL te puferom nadopuni do oznake. Od nove
otopine opet se uzima 6,3 mL za pripravu novog, treéeg razrjedenja, i tako jos 3 puta dok
ne dobijemo 6 otopina razli¢itih koncentracija (3,16x10° M, 7,94x10* M, 2,00x10* M,
5,01x10° M, 1,26x10° M i 3,16x10° M).

Vi =V,

V1=6,3mL

Slika 14. Razrjedenja
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3.2. MijeSanje i priprema membrana

Odabir omjera veziva i grafita se odreduje prema empirijskom iskustvu. Ve¢ina mjesavina
su imale slicne ili iste omjere veziva i grafita, no pokazale su razlicita svojstva. Nastale
paste su nekad bile rahle, nekad kompaktne i ljepljive jer sama tekstura paste ovisi 0
medusobnom prianjanju veziva i grafita. Za pripravu kompaktne membrane je najidealnije
do¢i do konzistencije Cvrste ljepljivosti jer je tada prianjanje veziva za grafit najvece.
Najbolje je do tih omjera do¢i eksperimentalni putem, isprobavajuci razliCite omjere, da
bi se doslo do optimalne konzistencije paste. Takva procjena se postiZe ispitivanjem s
nizom CPE gdje je jedina razlika u spravljanju koli¢ina dodanog grafita odnosno veziva.
Zavjerodostojne rezultate potrebno je upotrebljavati identi¢ne materijale. U nasem slucaju
taj omjer je bio 5:6 (0,045 g veziva 1 0,055 g grafita). Odabrane mjeSavine grafita i veziva
se mogu izradivati obi¢nom laboratorijskom opremom. Za homogenizaciju smjese koristi

se tarionik s tuckom, te je ru¢no mijeSamo sve dok ne dobijemo ujednacenu smjesu.

Postupak spravljanja smjese se svodi na samo cCetiri koraka. U tarioniku se na analitickoj
vagi izvaze odredena koli¢ina grafita, veziva (DOP ili DBP) i ionsko-asocijacijskog
kompleksa (AC-PMA ili AC-PTA), potom se tu¢kom, kruznim pokretima, komponente
dobro izmjeSaju dok se ne postigne jednolicna masa. Tako pripravljena pasta se Spahtlom
nanosi u rupu nosaca i oprezno utiskuje, taj proces se ponavlja sve dok se Supljina nosaca
ne ispuni pastom do vrha. Visak paste se ukloni i tada se pasta moze ispolirati na listi¢u
parafilma uz kapljicu destilirane vode. Nosac je potrebno prebrisati 1 o€istiti mu rubove
bez da se dotakne pasta koja se nalazi u Supljini. Nakon toga elektroda je spremna za

mjerenje.
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Slika 15. Vaganje sastojaka paste

Slika 16. Homogeniziranje sastojaka paste
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Slika 17. (a i b) Punjenje nosaca elektrode spravljenom pastom
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Slika 18. (a i b) Poliranje paste
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Tablica 1. Sastav pasti

Slika 19. Elektroda spremna za mjerenje

o (grafit) % o (vezivo) % o (IAC) % o (sol) %
Membrana 1 53,0 43,8 3,2 /
Membrana 2 53,9 45,2 0,9 /
Membrana 3 55,4 443 0,3 /
Membrana 4 53,6 449 15 /
Membrana 5 48,8 45,8 54 /
Membrana 6 56,1 43,6 0,3 /
Membrana 7 54,4 44,7 0,9 /
Membrana 8 52,4 42,9 4.7 /
Membrana 9 53,6 46,0 0,4 /
Membrana 10 53,8 45,3 0,9 /
Membrana 11 54,4 44,2 1,4 /
Membrana 12 53,0 43,5 3,4 /
Membrana 13 49,6 45,6 4,8 /
Membrana 14 55,2 41,9 2,8 0,1
Membrana 15 53,1 43,0 3,6 0,3
Membrana 16 53,2 43,5 3,3 0,1
Membrana 17 52,3 44,0 2,8 0,9
Membrana 18 53,0 43,7 3,1 0,3
Membrana 19 55,1 443 0,4 0,2
Membrana 20 53,9 45,1 0,9 0,1
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4. Rezultati

Pripremljeno je 20 pasti na bazi ugljika od kojih sve sadrze ionsko-asocijacijski kompleks
(IAC). Svaka pasta je sadrzavala oko 0,045 g veziva (DOP ili DBP) i 0,055 g grafita u
prahu. Neke paste su sadrzavale i sol u masama od 0,0001 do 0,0003 g. Njihov sastav je
prikazan u Tablici 1. Sve paste su prvo kondicionirane u puferu 10 minuta, a potencijal je
zapisivan nakon 1. 1 3. (ako je razlika u potencijalu najrazrjedenije otopine veéa od 2 meV)

minute.
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Tablica 2. Rezultati mjerenja za elektrodu 1 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 3. Rezultati mjerenja za elektrodu 2 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 4. Rezultati mjerenja za elektrodu 3 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 5. Rezultati mjerenja za elektrodu 4 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja

alisardax
6VL6°0 | 9§86°0 | 6910°0 | 6€L6°0 | TUS6'0 | 86¥6°0 | LIS60 | TI96°0 | 89060 | 0668°0 | L8660 | 0T66°0 | 1686°0 | 6TEL0 | 09660 | L6660
101
058 £€°01 L9°T €E€°6 | LOTT | €8'1T | 9L'ST | €€'€T | €€€E | 98°TE | L9'ST | L9PT | L9'0E | 00°ST | 00°TE | €€8°T€ | QIBeN
0€€ 0€E $T
LOE LOE T'e
09C | 09¢C L'E
1394 394 £
Ive | I#¢C 6
08¢ 86¢€ 65¢€ 08¢ 6C [483 9¢C (444 I€¢ 24 69¢C 8LC £9¢C PLL e 6¥¢ S5
BINUTII | BJNUTUT | BINUTIH | BINUTIT | BJNUTUT [ BJOUTII | BINUTWT | BJOUTWI | BJNUTIH | BJNUTUT | BJNUTWI | BJNUTWT | BJNUTW | BINUTIO | RJOUIN | ejnur q
VI
€ 1 i 1 i 1 i 1 iE 1 i3 T € 1 £ 1
eluerrjod zaq 'z | efuernyod zaq '1 afmerrjod ¢ afternod ‘7 afmernod ' 1 eloerod zaq '1 afwernjod ‘7 afmenod ' 1
EBeE uep T
(Asm) A

36



Tablica 6. Rezultati mjerenja za elektrodu 5 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 7. Rezultati mjerenja za elektrodu 6 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 8. Rezultati mjerenja za elektrodu 7 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja

alisardar
67HC°0 | 0TTS'0 | LEO°0 | #9S0°0 | £0000°0 | STTO0 | €69S°0 | 186H°0 | 00L9°0 | L96S0 | SLL8O | TLT6°0 | 00TLO | €#69°0 | L98R0 | L9880
T01qed
S0 18°¢ eF1- 9L°T- 8+0°0 e 1- 8€°8- TS'L- | TSI~ | TL'ST- | LTBT | LTI°IT | €€°CTI- | I8°CI- | OSLT | 0S°LI qideN
C9¢t C9¢ 493 #CE €St 9cgE cot 69¢ 09¢ ot 0re 445 [
LFE LFE 6£€ I+€ 9¢¢€ LEE 3¢¢ cog 0cg cee 6CE CEE I°¢
LEE LEE I€€ 133 8C¢ 0EE cee ot o g FCE £EE (443 L€
FrE e 6EE £re 9¢¢€ (433 £9¢ 9t ELE 09¢ 9r¢E (0543 LCE LCE €
FrE e 3teE 0ce £vE LFE FLE LLE 9LE £8¢ CEE (433 99¢ 69¢ 9ce 9¢cg 6t
LEE 8¢¢E IS¢ FCE LYE cee 68¢ F6E 00F £l 6EE 8FE L9E FLE 9¢¢E LEE <'¢C
BJNUTUT | BJNUTHT | BINUITH | EJNUTUI | BINUITT | BINUTHT | BJNUINT | BINUTUT | BINUTUI | BINUTHT | BJNUTUT | BJNUTUI | BJNUTUT | BJNUTHT | BJNUTHT | BJNUTUT g
VI
£ T 3 T € T € T € T € T € T € T
efoenpod zaq 'z | eluemjod zaq '1 sfuenyod *¢ sluerrod g afmemod T efuemnod zaq '| sfuemnpod g afuemod T
uep ¢ uep 1
(Aow) 7

39



Tablica 9. Rezultati mjerenja za elektrodu 8 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 10. Rezultati mjerenja za elektrodu 9 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 11. Rezultati mjerenja za elektrodu 10 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 12. Rezultati mjerenja za elektrodu 11 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 13. Rezultati mjerenja za elektrodu 12 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 14. Rezultati mjerenja za elektrodu 13 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 15. Rezultati mjerenja za elektrodu 14 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 16. Rezultati mjerenja za elektrodu 15 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 17. Rezultati mjerenja za elektrodu 16 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 18. Rezultati mjerenja za elektrodu 17 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 19. Rezultati mjerenja za elektrodu 18 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 20. Rezultati mjerenja za elektrodu 19 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Tablica 21. Rezultati mjerenja za elektrodu 20 s izracunatim nagibom i faktorom regresije krivulje umjeravanja
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Na sljede¢im grafovima prikazana je ovisnost promjene potencijala elektroda o
negativnom logaritmu koncentracija radnih otopina za empirijski odabrane elektrode.
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Graf 3. Ovisnost promjene potencijala elektrode 1 (AC-PTA) o negativnom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola drugi dan nakon priprave paste

180

160

y =-40,333x + 262,13

140
R*=0,9994

120

100 Poliranje

E(meV)

30 Bez poliranja
y =-42x +261,8 Linear (Poliranje)
60 2
R%=0,9991 . N
Linear (Bez poliranja)

40

20

0 1 2 3 4 5 6
-log[Acebutolol]

Graf 4. Ovisnost promjene potencijala elektrode 16 (AC-PTA) o negativnom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola drugi dan nakon priprave paste
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Graf 5. Ovisnost promjene potencijala elektrode 17 (AC-PTA) o negativhom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola drugi dan nakon priprave paste
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Graf 6. Ovisnost promjene potencijala elektrode 18 (AC-PTA) o negativhom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola drugi dan nakon priprave paste
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Graf 7. Ovisnost promjene potencijala elektrode 9 (AC-PMA) o negativnom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola drugi dan nakon priprave paste
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Graf 8. Ovisnost promjene potencijala elektrode 19 (AC-PMA) o negativhom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola prvi dan nakon priprave paste
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Graf 9. Ovisnost promjene potencijala elektrode 10 (AC-PMA) o negativhom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola prvi dan nakon priprave paste
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Graf 10. Ovisnost promjene potencijala elektrode 20 (AC-PMA) o negativnom logaritmu koncentracije radnih otopina
acebutolola prvi dan nakon priprave paste
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5. Rasprava

Zbog siroke konzumacije raznih lijekova bilo je vazno razviti brzu, isplativu, preciznu i
to¢nu kvantitativhu metodu za njihovo odredivanje u bioloskim i farmaceutskim uzorcima.
Po uzoru na mnogobrojne radove zakljucilo se da je optimalno razviti elektrodu na bazi
ugljika, pa se u ovom radu odredivanje analita acebutolola, koji spada u skupinu
kardiovaskularnih lijekova, baziralo na toj metodi. Takve elektrode se svrstavaju u ion-
selektivne elektrode, njihov rad se bazira na pretvaranju afiniteta ciljanog analita u

elektriéni potencijal, kao mjerljivi signal.

Iz navedenih radova mozemo zakljuéiti da odabir djelatne tvari i veziva ima snaZan utjecaj
na odgovor grafitne paste (CPE®32)  Karakteristike elektroda su se odredivale
mjerenjem potencijala otopina poznatih koncentracija. Membrane elektroda su se
pripremale mijenjajuc¢i samo koli¢inu i tip soli te ionsko-asocijacijski kompleks. Sve
navedene membrane su sadrzavale grafit, vezivo i ionsko-asocijacijski kompleks, a samo
membrane 14, 15, 16, 17, 18, 19 1 20 sadrze dvije vrste ionskih aditiva (soli), NaTPB i
TBATPB. Sve membrane su testirane u koncentracijskom podruéju od 3,16x10° do

3,16x10° M, od nize prema vi$oj koncentraciji u acetatnom puferu (pH=4,5).

Za svaku membranu provedena su tri mjerenja u prvom danu, dva s poliranjem povrSine
elektrode i jedan bez poliranja, i pet mjerenje u drugom danu, tri s poliranjem i dva bez
poliranja. Prije mjerenja u pripravljenim otopinama elektroda se svaki put kondicionirala
10 minuta u acetatnom puferu. Mjerenje u otopinama je trajalo u vecini slucajeva tri
minute, osim ako U najrazrijedenijim otopinama potencijal nije bio stabilan nakon 3
minute. Moze se primijetiti da pri ve¢im koncentracijama razlika potencijala u odzivu
elektrode izmedu prve i treCe minute je sve manja 0odnosno ostaje ista. U ovom radu je
provedeno 120 mjerenja, §to je u konacnici rezultiralo pripravi potencijalnih membrana za
kvantitativno odredivanje acebutolola, koje se mogu u daljnjim istraZivanjima usavrsiti

dodavanjem nanocestica kao $to je to grafem.

Ovaj rad je baziran samo na dva IAC-a i dva tipa veziva iako je moguce napraviti jos
mnogo kombinacija membrana i veziva odnosno IAC-a. Grafithe membrane od 1 do 5 su
sastavljene samo od kombinacije veziva DOP i ionsko-asocijacijskog kompleksa AC-PTA

pri razli¢itim masama [AC-a. Moze se primijetiti da su Nernstovi nagibi bolji §to je veca
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masa AC-PTA-a, pa tako membrana 1, koja sadrzi 0,0033 g IAC-a, daje nagib od 59,8,
membrana 2 (0,0009 g) nagib od 48,5, membrana 3 (0,0003 g) nagib 39,0, dok membrana
4 i membrana 5 sadrze 0,0016 g i 0,0055 g AC-PTA-a, a Nernstovi nagibi im opadaju u
usporedbi s membranama 1-3. Iz ¢ega se moze zakljuciti da postoji gornja granica mase
ionsko-asocijacijskog kompleksa koja se moze dodati bez da nagib po¢ne opadati. Treba
naglasiti da neke membrane nisu imale jednako Siroko linearno dinamicko podrucje, veé
su pretezito bile manje selektivne pri nizim koncentracijama analita. Stoga su Se u
prikazanim grafovima i tablicama naznacile koncentracije koje ulaze u linearno dinamicko

podrucje dajuci u konac¢nici nagibe blize teorijskom Nernstovom nagibu.

U membranama 6-7 je kombinacija veziva DOP s ionsko-asocijacijskim kompleksom AC-
PMA, no njihovi rezultati su bili jako losi, dajuéi negativne Nernstove nagibe, $to ukazuje
na vaznost kompatibilnosti samog veziva s ionsko-asocijacijskim kompleksom. lako AC-
PMA, u kombinaciji s vezivom DOP, nije davao dobre rezultate, kada se povezao s
vezivom DBP pruzio je mnogo bolje rezultate. Membrane 9-13 su stoga izradene s
razli¢itim masama AC-PMA-a, od 0,0004 g do 0,0055 g, dajuci nagibe u rasponu od 20
do 40.

Temeljem literaturnih podataka dodatak ionskih aditiva se dodavao u membrane koje su
pokazale najbolje rezultate. Dodatkom 0,0003 g i 0,0001 g TBATPB i NaTPb u najbolju,
membranu 1, njen nagib se nije zna€ajno promijenio, a u slu¢aju TBATPB soli se ¢ak i
drasti¢nije smanjio. U daljnjim istraZzivanjima se koristio samo NaTPb kao ionski aditivi.
Jedina takva membrana koja je pokazala poboljSan odziv je membrana 17 koja je
sadrzavala 0,003 g AC-PTA 10,001 g NaTPb, njen maksimalni nagib se postigao u drugom

danu mjerenja, drugo poliranje i iznosio je 52,8.

Modificirane membrane 9 i 10, koje su sadrzavale kombinaciju DBP-a s AC-PMA-om su
takoder istraZivane. Izabrane su dvije takve membrane ¢iji je prosjek nagiba bio oko 20
(membrana 9 i membrana 10), te se u njih dodao NaTPb u masama od 0,0002 g i 0,0001
g. Te membrane su pokazale obecavajuce nagibe, pa je tako modificirana membrana 9
imala najbolji nagib od 49,7, dobiven u prvom danu i prvom poliranju, a modificirana pasta
10 nagib od 42,1, takoder dobiven u prvom danu i prvom poliranju. Dakle, ionski aditivi
utjeCu na poboljsanje odzivnih karakteristika elektrode, no promjena potencijala po

koncentracijskoj dekadi (nagib) jos uvijek je niza od teoretskog (59 mV).
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Usporedbom dobivenih rezultata s rezultatima iz dostupne literature®®, pokazuje da opisane
elektrode imaju loSije odzivne karakteristike kao i podrudje linearnosti od opisane

elektrode na bazi PVC-a kori$tene za odredivanje acetobutalola potenciometrijski.
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6. Zakljucak

Kombinacije veziva DOP i IAC-a AC-PTA daju bolje odzivne karakteristike, kao i
kombinacija DBP i AC-PMA, dok DBP i AC-PTA daju jako lose odzive, §to ukazuje na
vaznost odabira veziva.

Stabilan potencijal se uspostavlja kod ve¢ine membrana u vremenu od 1 minute.

Odabir ionskih aditiva je jako vazan. Dodatak ionskih aditiva moZe zna¢ajno poboljsati
nagibe.

Nagib najbliZi teorijskom je imala membrana 17 i iznosio je 52,8.
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