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1. UVOD

1.1. Kemijski senzori - definicija i podjela

Kemijski senzor definira se kao mjerni pretvornik koji pretvara kemijsku informaciju o
uzorku, u rasponu od koncentracije pojedine komponente uzorka, pa sve do ukupnog
sastava uzorka, u analitiCki mijerljiv signal (Hulanicki i sur., 1991). Kemijska
informacija o uzorku moZe potjecati od kemijske reakcije ispitivanog analita ili od
fizikalnih svojstava ispitivanog sustava. Svaki se kemijski senzor sastoji od dvije
osnovne funkcionalne jedinice: receptorskog dijela ("receptora") i pretvornickog dijela
("pretvornika"). Neki senzori mogu sadrzavati i separator; takvu funkciju ima,

primjerice, membrana.

Receptorski dio odgovoran je za selektivno i osjetljivo prepoznavanje analita. Taj dio
kemijskog senzora pretvara kemijsku informaciju u oblik energije mijerljiv na
pretvornickom dijelu senzora. U pretvornickom dijelu kemijskog senzora energija
oslobodena uslijed interakcije analita i receptora prevodi se u oblik pogodan za

mjerenje, najCesce u elektricki signal.
Princip rada receptorskog dijela kemijskog senzora moze biti:

1. Fizikalni, kod kojeg ne dolazi do kemijske promjene analita, ali prisustvo
analita u analiziranom sustavu utje€e na promjenu nekog fizikalnog svojstva
receptorskog dijela senzora. Primjer mjerenja temeljenog na ovom principu je
mjerenje apsorbancije, indeksa loma, elektriCke ili toplinske vodljivosti, te
promjene mase ili temperature.

2. Kemijski, kod kojeg je analiticki signal posljedica kemijske reakcije u kojoj
sudjeluje analit.

3. Biokemijski, kod kojeg je analitiCki signal posljedica biokemijskog procesa u

kojem sudjeluje analit. Takvi kemijski senzori nazivaju se biosenzorima.
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Podjela kemijskih senzora

lako postoji nekoliko podjela kemijskih senzora, najraSirenija je ona s obzirom na

princip rada pretvornickog dijela senzora (Hulanicki i sur., 1991). Prema toj podjeli,

kemijski se senzori dijele na:

1.

Opticke senzore, kod kojih je mjerni signal posljedica promjene nekog od
optickih svojstava sustava kao posljedice medudjelovanja analita s
receptorskim dijelom senzora. U ovu grupu ubrajaju se senzori temeljeni na
mjerenju :

e Apsorbancije

o Refleksije

e Luminescencije

e Fluorescencije

e Indeksa loma

e Optotermalnog efekta

e Rasprsenja svjetlosti
Elektrokemijske senzore, kod kojih je mjerni signal posljedica
elektrokemijske reakcije  (ukljuCujuéi i uspostavljanje elektrokemijske
ravnoteze) analita na receptorskom dijelu senzora. Senzori iz te skupine dijele
se na:

e Voltametrijske senzore, u koje se ubrajaju i amperometrijski senzori

e Potenciometrijske senzore

e CHEMFET (Chemically Sensitized Field Effect Transistor) senzore

e Plinske potenciometrijske senzore s ¢vrstim elektrolitom
Elektricke senzore, kod kojih je mjerni signal posljedica promjene nekog od
elektroktriCkih svojstava sustava uslijed prisustva analita. Senzori iz te skupine
dalje se dijele na:

e Poluvodicke senzore na bazi metalnih oksida

e Organske poluvodicke senzore

o Konduktometrijske senzore

e Dielektricke senzore
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4. Senzore osjetljive na promjenu mase, kod kojih je mjerni signal posljedica
promjene mase uzrokovane vezanjem analita na povrSinu receptorskog dijela
senzora. U tu se skupinu ubrajaju:

e Piezoelektriéni senzori
e Senzori temeljeni na povrsinskim akustiCkim valovima

5. Magnetske senzore, kod kojih je mjerni signal posljedica promjene nekog od
magnetskih svojstava sustava uzrokovane prisustvom analita.

6. Termometricke senzore, kod kojih je mjerni signal posljedica promjene
temperature uzrokovane toplinskim efektom specificne kemijske reakcije
analita ili adsorpcije analita na povrSinu receptorskog dijela senzora.

7. Kemijske senzore koji se temelje na mjerenju drugih fizikalnih svojstava

sustava, poput emisije rendgenskog, B- ili y-zracenja.

1.1.1. Amperometrijski biosenzori

Biosenzori su vrsta kemijskih senzora kod kojih kljuCnu ulogu u prepoznavanju
analita ima neka bioloski aktivna vrsta. Princip rada biosenzora opc¢enito se temel;i
na specifichom vezanju analita s komplementarnim bioloSki osjetljivim elementom
koji je integriran ili je usko povezan s pretvorni¢kim dijelom biosenzora. SpecifiCna
interakcija analita i receptora rezultira promjenom jednog ili viSe fizikalnih, odn.
kemijskih svojstava, poput promjene pH, prijenosa elektrona, promjene mase,
promjene temperature, vezanja ili otpuStanja plinova ili specificnih iona. Navedene

promjene detektiraju se i mjere na pretvorni¢kom dijelu biosenzora.

S obzirom na vrstu pretvornickog dijela biosenzori se dijele na opticke,
piezoelektricne, elektrokemijske (amperometrijske ili potenciometrijske),

termometrijske i magnetske biosenzore.
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Teorijska nacela rada amperometrijskih biosenzora

Mjerenja u amperometriji temelje se na oksidaciji ili redukciji elektroaktivne vrste na
radnoj elektrodi Ciji je potencijal konstantan u odnosu na referentnu elektrodu
uronjenu u analiziranu otopinu. Dobivena struja najceSce se mijeri troelektrodnim
sustavom, kojeg €ine radna, pomocna i referentna elektroda, kako bi se kompenzirao
pad potencijala kroz otopinu uzrokovan njenim otporom. Amperometrijski biosenzori
konstruiraju se modificiranjem povrsine radne elektrode prikladnom bioloski aktivnom
vrstom, Cijom interakcijom s analitom nastaje neka elektroaktivha vrsta, koja se
potom oksidira ili reducira na elektrodi. Jakost struje uslijed te elektrokemijske
reakcije funkcija je koncentracije analita u ispitivanoj otopini. Kao receptorski dio
amperometrijskih biosenzora najCe$Ce se koriste enzimi, pa se takvi biosenzori

nazivaju amperometrijskim enzimskim biosenzorima.

Kod svih amperometrijskih senzora, mjerena struja mjera je brzine elektrokemijske
reakcije koja se odvija na radnoj elektrodi, Sto proizlazi iz prvog Faradayevog

zakona:
dn
| =z-F- d_t
gdje je: Z — broj izmjenjenih elektrona
F — Faradayeva konstanta

dn/dt — brzina oksidacije, odn. redukcije elektroaktivne vrste

Ukupna brzina elektrokemijske reakcije ovisi o brzini prijenosa elektrona i o brzini
prijenosa tvari do povrSine elektrode. Brzina prijenosa elektroaktivne vrste do

povrSine elektrode odredena je prvim Fickovim zakonom :

dn _D.4 dc
dt dx
gdje je: dn/dt — brzina difuzije elektroaktivne vrste

D — difuzijski koeficijent promatrane elektroaktivne vrste

A — geometrijska povrsina elektrode
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dc/dx — promjena koncentracije elektroaktivne vrste unutar difuzijskog

sloja (tzv. koncentracijski gradijent)

Uz pretpostavku da je pad koncentracije unutar difuzijskog sloja linearan, za sluc€aj
dinamicke ravnoteze izjednaCavanjem prvog Faradayevog zakona i prvog Fickovog

zakona dobije se :
D
I=Z-F-A-z-co

gdje co predstavlja koncentraciju elektroaktivne vrste u masi otopine, a L debljinu
difuzijskog sloja uz povrSinu elektrode. Navedena jednadzba predvida linearnu
ovisnost jakosti struje o koncentraciji analita, Sto predstavlja osnovu uporabe

amperometrije u kemijskoj analizi.

Generacije amperometrijskih enzimskih biosenzora

Prvi amperometrijski biosenzor (Updike i Hicks, 1967) konstruiran je za analizu
glukoze i temeljio se na enzimski kataliziranoj oksidaciji glukoze u glukonolakton
pomocu enzima glukoza oksidaze. Enzim je bio imobiliziran na povrSinu Clarkove
kisikove elektrode, koja je mjerila smanjenje koncentracije molekulskog kisika uz
povrSinu elektrode uslijed enzimski katalizirane reakcije. Uskoro su se pojavile i
druge izvedbe amperometrijskih biosenzora za glukozu, kod kojih se mijerila koliina
vodikova peroksida nastalog enzimski kataliziranom oksidacijom glukoze u prisustvu
kisika. Takvi biosenzori, kod kojih se mjeri koli¢ina produkta nastalog u enzimskoj
reakciji ili smanjenje koncentracije nekog od reaktanata u enzimskoj reakciji, nazivaju

se amperometrijskim biosenzorima prve generacije.

Drugu generaciju amperometrijskih biosenzora Cine biosenzori s medijatorima.
Medijatori su elektrokemijski aktivne tvari koje olakSavaju prijenos elektrona izmedu
enzima i elektrode, najceS¢e na nacin da u enzimskoj reakciji sudjeluju kao drugi

supstrat enzima.

Izravan prijenos elektrona izmedu elektrode i aktivhog redoks-sredista enzima,

postignut elektrickim povezivanjem enzima i povrSine elektrode, prisutan je kod
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takozvanih biosenzora bez medijatora, koji se smatraju treéom generacijom

amperometrijskih biosenzora.

1.2. Enzimi

Enzimi su proteini s relativnom molekulskom masom od 10* do 10’ Daltona, a djeluju
kao selektivni katalizatori bioloSki vaznih kemijskih reakcija. Za njihovo katalitiCko
djelovanje odgovorno je aktivno srediSte koje formiraju odredeni dijelovi
polipeptidnog lanca. Visoka selektivnost objaSnjava se trodimenzijskom strukturom
aktivnog sredista koja uslijed sterickih i elektrostatskih interakcija omogucuje vezanje

samo odredene vrste molekula.
Prema tipu kemijske reakcije koju kataliziraju enzimi se svrstavaju u 6 skupina:

e Oksidoreduktaze — kataliziraju prijenos elektrona

e Transferaze — kataliziraju prijenos grupa

e Hidrolaze — kataliziraju hidroliticko cijepanje supstrata

o Liaze - kataliziraju eliminacijske reakcije uz stvaranje dvostruke veze ili
adicije na dvostruku vezu

e |zomeraze — kataliziraju pregradnja molekule supstrata

e Ligaze — kataliziraju stvaranje veze uz istovremeno cijepanje ATP-a
Enzimska reakcija opéenito se moze prikazati jednadZzbom
E+S2[ES|->E+P
gdje je: E - enzim
S - supstrat
[ES] — kompleks izmedu enzima i supstrata
P - produkt

Ovisnost brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata iskazana je Michaelis-

Menteninom jednadzbom:

— Vmax -[S]
Ky +IS]
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gdje je : v - brzina enzimski katalizirane reakcije
Vmax - Maksimalna brzina enzimski katalizirane reakcije
[S] - koncentracija supstrata
Ku - Michaelis-Mentenina konstanta (definirana kao koncentracija
supstrata pri kojoj je brzina reakcije jednaka polovici maksimalne

brzine)

1.2.1. Glukoza oksidaza

Glukoza oksidaza je jedan od najvaznijin enzima koristenih u industrijskim
procesima. Zbog izuzetne vaznosti glukoznog biosenzora u medicinskoj dijagnostici,
glukoza oksidaza je i enzim Cija potroSnja za izradu biosenzora premasuje ukupnu
potroSnju svih ostalih enzima koriStenih u izradi biosenzora. S obzirom da je
glukozni biosenzor zasigurno najistrazeniji kemijski senzor dosad, glukoza oksidaza
korisit se i kao modelni enzim prilikom istrazivanja novih vrsta ili konstrukcija

biosenzora.

Glukoza oksidaza moZe se izolirati iz razli€itih plijesni, ve¢inom iz rodova Aspergillus
i Penicillium, a komercijalno se kao izvor najéesée Koristi plijesan Aspergillus niger.
Glukoza oksidaza iz plijesni je homodimer, molekulske mase 130-175 kDa (Kalisz i
sur., 1997). Sastoji se od dva identi¢nha polipeptidna lanca. Svaki lanac sadrZi jednu
molekulu nekovalentno vezanog koenzima flavin adenin dinukleotida (FAD) (Dai i
sur.,2007). Ugljikohidrati ¢ine 11-13 % ukupne mase enzima, od ¢ega su najviSe
zastupljeni glukoza, manoza i heksozamin. Optimalni pH glukoza oksidaze
porijeklom iz A. niger je 5,0-6,0, a optimalna temperatura se kre¢e od 40-60 °C
(Kalisz i sur.,1991). Od dva anomera D-glukoze, glukoza oksidaza pokazuje

specificnost za 3-anomer.

Glukoza oksidaza katalizira oksidaciju B-D-glukoze u D-glukono-&-lakton i H,O, uz
molekulski kisik kao akceptor elektrona (Pluschkell i sur., 1996; Hatzinikolaou i sur.,
1996). Ta se reakcija odvija u dva stupnja. U prvom stupnju, koji se smatra
reduktivnim djelom reakcije, glukoza oksidaza katalizira oksidaciju 3-D-glukoze u D-
glukono-6-lakton koji se neenzimatski hidrolizira u glukonsku kiselinu. Slijedom toga
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se FAD reducira u FADH,. U drugom stupnju, koji se naziva oksidacijski dio reakcije,
reducirana glukoza oksidaza se reoksidira molekulskim kisikom uz nastajanje H,O,
(Bankar i sur., 2009).

Posljednjinh je godina glukoza oksidaza stekla veliku komercijalnu primjenu u
kemijskoj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, kliniCkoj kemiji, biotehnologiji i
drugim industrijama. Glukoza oksidaza je najviSe koriSten enzim kao analiticki
reagens za odredivanje glukoze zbog svoje relativno niske cijene, visoke

selektivnosti i dobre stabilnosti. Neke od najznacajnih primjena glukoza oksidaze su :

e U proizvodnji biosenzora — glukozni biosenzori €ine oko 85 % komercijalnih
biosenzora.

e Kao aditiv u prehrambenoj industriji — uspjeSno se koristi za uklanjanje
rezidualne glukoze i kisika iz hrane i pi¢a, kako bi se produljila njihova trajnost.

e Kod proizvodnje vina s niskim udjelom alkohola — mozZe se Koristiti u
proizvodnji vina gdje moze smanijiti udio alkohola, tako sto uklanja dio prisutne
glukoze.

e U proizvodima za oralnu higijenu — pokazuje antimikrobno djelovanje zbog
nastajanja vodikova peroksida kao produkta u enzimski kataliziranoj oksidaciji
glukoze.

e U proizvodniji glukonske kiseline — koristi se kao komercijalni izvor glukonske
kiseline, koja se moze proizvoditi hidrolizom 0-glukono-1,5-laktona, krajnjeg
produkta katalitiCke oksidacije glukoze pomocu glukoza oksidaze.

e U tekstilnoj industriji — ima primjenu u proizvodnji H2O,, koji se Koristi kao

izbjeljivac.

1.3. Voltametrija

Voltametrija obuhvaca grupu elektroanalitickih metoda u kojima se informacija o
koncentraciji analita dobiva mjerenjem struje uslijed oksidacije ili redukcije analita na
radnoj elektrodi kao funkcije potencijala narinutog na radnu elektrodu (Skoog i sur.,
1998).
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Teorijska nacela voltametrije

Ukoliko se na elektrodu uronjenu u otopinu koja sadrzi neku elektroaktivnu vrstu
narine odredeni potencijal, ta se elektroda polarizira. Kada potencijal elektrode
dosegne vrijednost kod koje dolazi do prijelaza elektrona izmedu elektrode i u otopini
prisutne elektroaktivne vrste, dolazi do oksidacije ili redukcije te elektroaktivne vrste,
a kroz otopinu pocinje teci struja. Jakost te struje ovisi o koncentraciji elektroaktivne
vrste u graniénom sloju uz povrSinu elektrode, a time i o koncentraciji te
elektroaktivne vrste u otopini. Oblik krivulje koja opisuje promjenu struje kao funkciju
narinutog potencijala (tzv. voltamograma) za pojedinu voltametrijsku tehniku

uvjetovan je oblikom naponske pobude i brzinom promjene potencijala.

U opéenitom sluc€aju, elektrodni proces obuhvaca prijenos naboja izmedu elektrode i
elektroaktivne vrste, s time povezanu kemijsku reakciju, te difuziju elektroaktivne tvari
prema elektrodi ili u masu otopine. Ovisno o brzini pojedinih procesa koji opisuju
mehanizam elektrokemijske reakcije, elektrodni procesi mogu biti reverzibilni ili
ireverzibilni. Reverzibilnim elektrodnim reakcijama smatraju se elektrodne reakcije
kod kojih je grani¢na struja odredena jedino brzinom difuzije elektroativne vrste do
povrSine elektrode. Kod takvih je reakcija prijelaz elektrona izmedu elektrode i
elektroaktivne vrste puno brzi od prijenosa mase do elektrode, omjer koncetracija
oksidiranog i reduciranog oblika elektroaktivne vrste uz povrSinu elektrode opisan je
Nernstovom jednadzZzbom za elektrodni potencijal, a vrijednost grani¢ne struje

odredena je difuzijskom jednadzbom.

Ukoliko je prijelaz elektrona izmedu elektrode i elektroaktivne vrste sporiji od difuzije
te tvari prema elektrodi, elektrodni se proces naziva ireverzibilnim. U ovom slucaju
grani¢na struja viSe nije odredena brzinom difuzije, a omjer koncetracija dvaju
redoks-oblika elektroaktivne tvari uz povrSinu elektrode ne odgovara onome u

Nernstovoj jednadzbi.

Prijelaz izmedu ta dva tipa reakcija Cine tzv. kvaziireverzibilne reakcije.
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Slika 1.
1.3.1. Voltametrija s linearnom promjenom potencijala i ciklicka voltametrija

Voltametrija s linearnom promjenom potencijala i ciklicka voltametrija su
elektrokemijske tehnike kod kojih je potencijal stacionarne radne elektrode linearna
funkcija vremena, dok se vrijednosti struje razmatraju kao funkcija brzine promjene

potencijala.

Teorijska nacela

Ako se potencijal mirne elektrode, koja sadrzi elektroaktivnu vrstu i osnovni elektrolit i
miruje, brzo i kontinuirano mijenja u ispitivanom podru€ju potencijala dobije se
krivulja struja-potencijal (slika 2. | 4.). Porast potencijala dovodi do porasta struje
zbog povecanja brzine reakcije. Napredovanjem elektrolize, elektroaktivna vrsta se
postepeno uklanja iz otopine te se nova koli¢ina doprema difuzijom iz mase otopine
uslijed ¢ega se difuzijski sloj Siri sve dublje u otopinu. To dovodi do smanjenja
koncentracijskog gradijenta i smanjenja struje. Utjecaj iscrpljenog sloja uz elektrodu
preteZe s vremenom i struja-potencijal krivulja (slika 3. | 5.) prolazi kroz maksimalnu
vrijednost. Struja vrha vala (maksimalna struja) izravno je proporcionalna
koncentraciji elektroaktivne vrste. Medutim, vrijednost struje vrha vala ovisi i o brzini
kojom se mijenja potencijal. Pri veéim brzinama promjene potencijala, za vrijeme
ulaznog dijela I-E krivulje iscrpljuje se sloj otopine i vrijednost maksimalne struje je

veca.
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1.3.1.1. Utjecaj reverzibilnosti elektrodnog procesa na struju vrha vala

Reverzibilni elektrodni proces

Za reverzbilnu reakciju koja se odvija na elektrodi Ciji je potencijallinearna funkcija

vremena, struja vrha vala dana je Randles-Sevéikovom jednadzbom :
I, =2,687-10°-2z°-4-D%.c-v"®
Iz jednadzbe proizlazi da je struja ovisi 0 :

e Koncentraciji elektroaktivne vrste c,
e Difuzijskom koeficijentu D,
e Broju izmjenjenih elektrona z,

e Povrsini elektrode A,
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e Brzini promjene potencijala.

Promjenom naponske pobude u obliku trokutastog vala kao kod ciklicke voltametrije ,
vrsta koja se reducira u prvom dijelu ciklusa odmah se u sljede¢em oksidira i
obratno. Posljedica je toga da su visine vrhova anodnog i katodnog vala jednakeza

reverzibilni proces.

Daljnji kriterij reverzibilnosti izveden na temelju teorijskog razmatranja predvida

medusobnu udaljenost vrhova vala od 57/n mV, gdje je n broj izmjenjenih elektrona

Ireverzibilni elektrodni proces

Jednadzba za struju vrha vala kod ireverzibilnih elektrodnih procesa dana je izrazom:
Ip =2985-10° - %> - 2+ 295 . c - v%>

U ovom slu€aju struja ovisi i o koeficijentu prijenosa elektrona a kao i o broju
elektrona izmjenjenih u najsporijem stupnju procesa z,. Buduci da je koeficijent
prijenosa elektrona za ireverzibilne procese veli€ina uvijek manja od 1, struja pri tim
procesima manja je od one pri reverzibilnim procesima. Kod ciklicke voltametrije
ireverzibilnost procesa rezultira vec¢om udaljenosti izmedu vrhova anodnog i
katodnog vala od teorijske vrijednosti za reverzibilni proces i razliCitom visinom vala,

odnosno iS€ezavanjem jednog od njih u slu€aju potpuno ireverzibilnog procesa.
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2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

Kod amperometrijskih senzora informacija o koncentraciji analita dobiva se mjerenjem jakosti
elektricne struje uzrokovane elektrokemijskom reakcijom koja se odvija na povrSini senzora
polariziranog na odredeni potencijal. Vazno podrucje primjene amperometrijskih senzora su
enzimski  biosenzori  dobiveni imobilizacijom prikladnog enzima na povrSinu
amperometrijskog senzora, ¢ime se postiZze visoka selektivnost senzora prema analitu koji je
supstrat tog enzima. Vecinu enzimskih biosenzora Cine biosenzori temeljeni na enzimima
oksidazama, kod kojih kao produkt enzimski katalizirane oksidacije analita nastaje vodikov
peroksid. Kod takvih biosenzora informaciju o koncentraciji analita moguée je dobiti
mjerenjem jakosti struje uslijed oksidacije ili redukcije nastalog vodikova peroksida. Problem
pri tome predstavlja injenica da na konvencionalnim elektrodnim materijalima (Pt, Au, C) do
oksidacije ili redukcije vodikova peroksida dolazi tek pri visokom prenaponu, Sto za
posljedicu ima visok katodni ili anodni radni potencijal biosenzora. Pri takvim radnim
potencijalima moze doc¢i do oksidacije, odn. redukcije i drugih tvari prisutnih u uzorku, sto za
posljedicu ima smanjenje selektivnosti i osjetljivosti biosenzora. Taj se problem naj¢esée
rieSava uporabom prikladnog elektrokemijskog katalizatora, koji smanjuje prenapon redukcije
ili oksidacije vodikova peroksida. Kao najbolji katalizator za tu se svrhu pokazao zeljezov(lIl)

heksacijanoferat(ll), tzv. berlinsko modrilo (Ricci i sur., 2005; Karyakin, A.A., 2001).

Cilj je istrazivanja obuhvacenih ovim radom priprava novih nanostrukturiranih katalizatora za
elektrokemijsku redukciju vodikova peroksida, temeljenih na titanatnim nanocjevCicama
povrSinski modificiranima berlinskim modrilom, te ispitivanje moguénosti njihove primjene u
amperometrijskim biosenzorima s oksidazama. S obzirom na veliku specificnu povrsinu
titanatnih nanocjevéica (200-300 m?%g), deponiranjem nanodestica berlinskog modrila na
njihovu povrSinu namjera je posti¢i visok stupanj disperzije katalizatora i na taj nacin

maksimirati njegovu kataliticku uc€inkovitost, te tako posti¢i vecu osjetljivost biosenzora.

Kako bi se postigla bolja kompatibilnost izmedu povrSine titanatnih nanocjevc€ica (koje zbog
prisustva protoniranih povrSinskih OH-skupina pokazuju relativno snaznu Brdnstedovu
kiselost) i enzima, ispitat e se moguénost blokiranja povrSinskih OH skupina
funkcionaliziranim silanima, pri ¢emu je kao logi¢an izbor odabran (3-aminopropil)trimetoksi
silan, koji omogucuje funkcionaliziranje povrSine nanocjev€ica amino-skupinama.
UmjeSavanjem titanatnih nanocjev€ica modificiranih berlinskim modrilom i funkcionaliziranim
silanom u vodljivu matricu namjera je pripraviti kataliticki modificirane elektrode i ispitati

njilhovu elektrokataliticku aktivnost pri redukciji vodikova peroksida. Imobilizacijom modelnog
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enzima, glukoza oksidaze, na povrSinu katalitiCki modificiranih elektroda pripravit ¢e se
glukozni biosenzori i ispitat ¢e se njihova analiticka svojstva, s ciliem utvrdivanja postiZe li se
uporabom razvijenih nanostrukturiranih katalizatora bolja osjetljivost biosenzora u odnosu na

klasi¢ne nacine priprave katalizatora na bazi berlinskog modrila.

Nanostrukturirani  katalizatori temeljeni na titanatnim nanocjev€icama povrSinski
modificiranima berlinskim modrilom razvijeni u ovom radu, pored uporabe u glukoznim
biosenzorima, mogli bi se primijeniti u izradi Sirokog spektra biosenzora s oksidazama za
odredivanje i drugih analita, kao 3to su nizi alifatski alkoholi, oksalati, urati, laktati, askorbati,

maleati i sl.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

Sve kemikalije koristene u ovom radu bile su p.a. Cistoée te su bile koristene bez
daljnjeg prociScavanja, osim ako nije drugacCije navedeno. Za pripremu otopina
koriStena je demineralizirana voda dodatno prociS¢ena Millipore sustavom za

proc€iS¢avanje vode.

Titanijev dioksid (anatas) koridten za sintezu titanatnih nanocjevcica dobavljen je od
Aldricha  (USA). (3-aminopropil)trimetoksi  silan  (APTMS)  koriSten za
funkcionaliziranje titanatnih nanocjevéica dobavljen je od Fluke (Svicarska), a
deklarirana Cistoc¢a bila mu je 98 %. Diklormetan je prije uporabe bio osusen s CaCl;
i potom predestiliran preko P,0s. Za pripremu otopina H,O, koristen je vodikov
peroksid masenog udjela w(H202)= 30 %. Kao vezivo u smjesama za modificiranje
elektroda koriSten je kationski izmjenjivaC Nafion (DuPont, USA), u obliku otopine
Nafiona u smjesi vode i niskomolekularnih alkohola, masenog udjela w(Nafion) = 5
%. Kao vodljivo punilo u smjesama za modificiranje elektrode koriSten je grafitni prah
Cistoce 99,999 % i veliCine Cestica 5-50 nm (Aldrich, USA). Glukoza oksidaza
izolirana iz Aspergillus niger (tip X-S) bila je dobavljena od Sigme (USA), a
deklarirana aktivnost bila joj je 153 U/(mg proteina). Albumin koriSten za imobilizaciju
glukoza oksidaze na povrSinu biosenzora dobavljen je od Sigme, a bio je izoliran iz
govedeg seruma. Za umrezavanje albumina koriStena je vodena otopina
glutaraldehida dobivena razrjedivanjem otopine glutaraldehida, masenog udjela
w(glutaraldehid) = 50 % (Fluka, Svicarska)

Otopina NaOH koristena za hidrotermalnu sintezu titanatnih nanocjevc€ica
pripremana je neposredno prije uporabe, kako bi se sprijeCila kontaminacija otopine
karbonatima. Otopine vodikova peroksida takoder su pripremane neposredno prije

uporabe.

Otopina kalijeva klorida koriStena kao osnovni elektrolit u elektrokemijskim
mjerenjima bila je koncentracije ¢(KCI)=0,1 mol/L, a pH joj je dodatkom razrijedene
otopine HCI bio podeSena na vrijednost 3,0. U eksperimentima koji su zahtijevali
podeSavanje i kontrolu pH-vrijednosti otopine koriSteni su fosfatni puferi pripremljeni
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dodatkom zasicene otopine NaOH ili koncentrirane otopine H3PO4 u otopinu kalijeva

dihidrogenfosfata, koncentracije ¢(KH2PO4)=0,1 mol/L, do postizanja Zeljenog pH.
3.2. Aparature i mjerni uredaji

Sinteza titanatnih nanocjevcéica provedena je u teflonskom reaktoru volumena 125
mL, koji je bio opremljen povratnim kuglastim hladilom otvorenim prema atmosferi.
Zagrijavanje reaktora izvedeno je pomocu parafinske kupelji, dok se mijeSanje

sadrzaja provodilo magnetskom mjesalicom.

Funkcionaliziranje titanatnih nanocjevcica (3-aminopropil)trimetoksi silanom izvedeno
je u okrugloj tikvici volumena 100 mL. Pri tome je tikvica bila zaCepljena kako bi se
sprijeCilo hlapljenje otapala i apsorpcija vlage u rakcijsku smjesu. MijeSanje

reakcijske smjese izvedeno je magnetskom mjeSalicom.

Za odredivanje Zeljeza vezanog na modificirane titanatne nanocjevc€ice koristen je
atomski apsorpcijski spektrometar tvrtke Perkin-Elmer (USA), Model 2380. Za
spektrofotometrijsko odredivanje amino-skupina vezanih na povrsinu modificiranih
nanocjevcica koristen je dvozraéni UV-VIS spektrofotometar BioSpecord 200, tvrtke

Analitikdenna (Njemacka).

Transmisijska elektronska mikroskopija titanatnih nanocjevCica izvedena je na
visokorezolucijskom transmisijskom elektronskom mikroskopu JEM 100CX (Jeol,
Japan), uz napon ubrzanja elektrona od 200 kV. Kao nosaC uzorka koriStene su
bakrene mreZice s polimernim filmom na koji je bio naparen sloj ugljika. Uzorci su na
mrezicu naneSeni u obliku suspenzije dobivene dispergiranjem titanatnih

nanocjevcica u vodi pomocu ultrazvucne kupelji.

Za elektrokemijska mjerenja koristen je potenciostat MA 5840 tvrtke Iskra (Slovenija),
koji je bio povezan s osobnim racunalom pomocu elektroni¢kog sucelja i racunalnog
programa izradenog u Laboratoriju za opéu i anorgansku kemiju i elektroanalizu
PBF-a. Mjerenja su izvedena u Kklasi¢noj troelektrodnoj elektrokemijskoj celiji
volumena 10 mL, s elektrodama od spektroskopski Cistog grafita kao radnim
elektrodama, zasicenom kalomelovom referentnom elektrodom i platinskom Zicom

kao pomoénom elektrodom.
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3.3. Metode

3.3.1. Sinteza titanatnih nanocjevéica

Titanatne nanocjevcice sintetizirane su reakcijom izmedu TiO, (anatas) i vodene
otopine NaOH. U tipi¢noj sintezi, u teflonski je reaktor stavljeno 1,1 g TiO; i
suspendirano u 50 mL svjeZe pripremeljene otopine NaOH, koncentracije ¢(NaOH)=
10 mol/L. Reaktor je zatvoren povratnim vodenim hladilom te je smjesa refluksirana
tijekom 24 sata, uz neprestano mijeSanje. Nakon sinteze su titanatne nanocjevcice
prebacene iz reaktora u deioniziranu vodu te su filtrirane vakuumskom filtracijom i
ispirane vodom, sve dok pH filtrata nije iznosio otprilike 8. Nakon toga su
nanocjevcice suspendirane u 50 mL otopine HCI, koncentracije ¢(HCl)= 0,1 mol/L.
Nakon jednog sata, nanocjev€ice su filtrirane i isprane deioniziranom vodom te
ponovo suspendirane u 50 mL svijeze otopine HCI tijekom 20 minuta. Nakon toga su
nanocjevcice ponovno filtrirane i obilno isprane deioniziranom vodom, sve dok pH
filtrata nije iznosio priblizno 5. Svi uzorci su nakon ispiranja suseni na 80 °C preko

nodi.

Dobivene titanatne nanocjevcice podijeljene su na dva jednaka dijela te su povrSinski
modificirane na dva nacina. Prvim nacdinom modifikacije ("Priprema 1") titanatne
nanocjevcice su najprije funkcionalizirane amino-skupinama, reakcijom nanocjevcica
s (3-aminopropil)trimetoksi silanom, a potom je na povrSinu NHz-funkcionaliziranih
nanocjevcica deponiran zeljezov(lll) heksacijanoferat(ll) (berlinsko modrilo, BM). Kod
drugog nacina modifikacije ("Priprema 2"), na povrsinu titanatnih nanocjevcica
najprije je deponirano berlinsko modrilo, a zatim je povrSina funkcionalizirana amino-
skupinama. Deponiranje berlinskog modrila i funkcionaliziranje NH,-skupinama u oba

su slu€aja izvrSena na identi¢an nacin, kako je opisano u nastavku teksta.

3.3.2. Funkcionalizacija titanatnih nanocjev€ica amino-skupinama

Masa od 250 mg nemodificiranih titanatnih nanocjevcica (Priprema 1) ili titanatnih
nanocjevCica na Ciju je povrSinu prethodno bilo deponirano berlinsko modrilo
(Priprema 2) suspendirana je u 25 mL svijeze destiliranog, bezvodnog diklormetana i
u suspenziju je dodano 0,5 mL (3-aminopropil)trimetoksi silana. Smjesa je u
zatvorenoj tikvici mijeSana tijekom 3 sata, nakon €ega su modificirane nanocjevcice
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odfiltrirane, isprane sa 25 mL diklormetana i 50 mL bezvodnog etanola, te susene na
60 °C tijekom 3 sata.

3.3.3. Depozicija berlinskog modrila na povrsinu titanatnih nanocjevéica

Masa od 500 mg nemadificiranih titanatnih nanocjev€ica (Priprema 2) ili 250 mg
titanatnih nanocjevcCica prethodno funkcionaliziranih amino-skupinama (Priprema 1)
suspendirano je u 50 mL otopine FeSQy4, koncentracije c(Fe®*) = 0,25 mol/L, nakon
Cega je smjesa mijeSana na magnetskoj mjesalici tijekom 45 minuta kako bi se
omogucila adsorpcija i ionska izmjena iona Fe?*. Dobivene titanatne nanocjevéice
modificirane ionima Fe?* od otopine su odijeljene centrifugiranjem i isprane vodom.
Nakon toga su nanocjevCice suspendirane u 50 mL otopine Kj[Fe(CN)g],
koncentracije c(Ks[Fe(CN)s]) = 0,25 mol/L, te mijeSane na magnetskoj mijesalici
tijiekom 45 minuta, kako bi se omoguéila reakcija iona Fe®" iz modificiranih
nanocjevéica s ionima [Fe(CN)s]>~ iz otopine i taloZenje nanodestica berlinskog
modrila na povrSinu nanocjevcica. Dobivene titanatne nanocjevCice modificirane
berlinskim modrilom od otopine su odijeljene centrifugiranjem i isprane vodom. Kako
bi se povecala koliina berlinskog modrila deponiranog na povrSinu nanocjevcica,
opisan postupak ponovijen je jo§ dva puta. Titanatne nanocjev€ice modificirane

berlinskim modrilom suSene su na 70 °C preko noéi.

Uzorci nemodificiranih i modificiranih titanatnih nanocjev€ica oznaceni su prikladnim
kraticama, koje ¢e se radi kratkoCe koristiti u nastavku teksta. ZnaCenje oznaka

navedeno je u Tablici 1.

Tablica1. Oznake uzoraka nemadificiranih i modificiranih titanatnih nanocjevcica

koriStene u ovom radu

Oznaka Opis

TINT nemodificirane titanatne nanocjevcice

TINT-NH2 titanatne nanocjevcice povrSinski funkcionalizirane NHz-skupinama,
dobivene reakcijom TiNT s (3-aminopropil)trimetoksi silanom

TINT-BM titanatne nanocjevcice povrSinski modificirane berlinskim modrilom,
dobivene depozicijom nanocestica berlinskog modrila na povrsinu
TiNT

TINT-NH,- modificirane titanatne nanocjevcice dobivene deponiranjem
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BM nanocCestica berlinskog modrila na povrsinu titanatnih nanocjevcica
prethodno funkcionaliziranih NHz-skupinama (Priprema 1)

TINT-BM- modificirane titanatne nanocjevcice dobivene vezanjem (3-
NH; aminopropil)trimetoksi silana na povrsinu titanantnih nanocjev€ica
prethodno modificiranih s berlinskim modrilom (Priprema 2)

3.3.4. Analiza modificiranih titanatnih nanocjevéica
Analiza Fe

Sadrzaj Zeljeza odreden je u uzorcima TiINT-BM, TiNT-NH2-BM i TiNT-BM-NH,. Za
analizu je uzeto 20-25 mg uzorka (izvagano s to¢nos¢éu od 0,1 mg) i otopljeno u
smjesi 10 mL koncentrirane H,SO4 i 1,5 mL H,0,, masenog udjela w(H20,) = 30 %,
uz zagrijavanje. Smjesa je zagrijavana na otprilike 120 °C tijjekom 15 minuta, do
potpunog obezbojenja otopine. Dobivene otopine kvantitativno su prebacene u
odmijerne tikvice od 100 mL, koje su potom dopunjene deioniziranom vodom. Sadrzaj
Zeljeza u otopinama odreden je atomskom apsorpcijskom spektrometrijom. S
obzirom na relativno visok sadrzaj titanija u analiziranim otopinama, sadrzaj zeljeza
odreden je metodom standardnog dodatka kako bi se izbjegla moguca interferencija

titanija zbog nastajanja refraktornog TiO, u plamenu.

Analiza amino-skupina

Sadrzaj povrsinskih NH,-skupina odreden je u uzorcima TiNT-NH,, TiINT-NH2-BM i
TiINT-BM-NH,. Za analizu je odvagano 10,0 mg uzorka i suspendirano u 5,0 mL
fosfatnog pufera (pH = 6,5). U suspenziju je dodano 1,0 mL otopine ninhidrina,
masenog udjela w(ninhidrin) = 5 %, i suspenzija je zagrijavana na 80 °C na vodenoj
kupelji, tijekom 60 minuta, uz povremeno mijeSanje. Nakon toga suspenzija je
centrifugirana i supernatant te preba¢en u odmejrnu tikvicu od 100 mL. Talog nakon
centrifugiranja ispiran je vodom do potpunog obezbojenja otopine. Otopina nakon
ispiranja zdruzena je sa supernatantom u odmjernim tikvicama, nakon Cega su
tikvice do oznake dopunjene deioniziranom vodom. Otopinama u tikvicama izmjerena
je apsorbancija na 565 nm. Sadrzaj amino-skupina odreden je iz bazdarnog

dijagrama dobivenog koristeéi (3-aminopropil)trimetoksi silan kao standard.
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3.3.5. Elektrokemijska mjerenja
Priprema modificiranih elektroda

Da bi se ispitala elektrokataliticka svojstva modificiranih titanatnih nanocjevcica,
pripremljene su grafitne elektrode modificirane uzorcima TiNT-NH2-BM i TiNT-BM-
NH2. Modificiranje elektroda izvedeno je deponiranjem smjese modificiranih titanatnih
nanocjevcica i grafita na povrsinu elektrode. Smjese su priredene mijeSanjem 10 mg
TiINT-NH2-BM ili TINT-BM-NH; s 40 mg grafitnog praha i 50 uL otopine Nafiona u 400
ML bezvodnog etanola. Smjesa je homogenizirana na vorteks-mjesalici te
soniciranjem tijekom 5 minuta u ultrazvucnoj kupelji, nakon Cega je na povrSinu
grafitne disk-elektrode (d = 3 mm) mikropipetom deponirano 5 pL suspenzije i

ostavljeno susiti na zraku.

Ispitivanje elektrokatalitickih svojstava modificiranih nanocjevcica

Elektrokemijska i elektrokatalitiCcka svojstva elektroda modificiranih uzorcima TiNT-
NH»>-BM i TiNT-BM-NH; ispitivana su ciklickom voltametrijom. Kao osnovni elektrolit
u voltametrijskim ispitivanjima koriStena je otopina KCI koncentracije ¢(KCIl)= 0,1
mol/L, Ciji je pH bio podeSen na 3,0 dodatkom otopine HCI. ElektrokatalitiCka svojstva
modificiranih elektroda ispitana su i amperometrijskim mjerenjima, praéenjem
promjene katodne struje uslijed dodatka odredene koncentracije vodikova peroksida
u otopinu. Kako bi se tijekom amperometrijskih mjerenja osigurali hidrodinamicki,
otopina u elektrokemijskoj celiji mijeSana je tijekom mjerenja magnetskom

mjesalicom.

Priprema glukoznog biosenzora

Glukozni biosenzori priredeni su imobilizacijom glukoza oksidaze u hidrogel dobiven
umrezavanjem albumina s glutaraldehidom, deponiran na povrsinu grafitnih elektroda
modificiranih sa TINT-NH2-BM. Smjesa za imobilizaciju glukoza oksidaze priredena je
otapanjem 5,0 mg glukoza oksidaze i 12,0 mg albumina u 200 pL fosfatnog pufera
(pH = 6,0). Nakon $to je smjesa ostavljena stajati 45 minuta na sobnoj temperaturi

(kako bi se omogucilo uspostavljanje ravnotezne konformacijhe enzima u otopini), u
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otopinu je dodano 100 pL razrijedene otopine glutaraldehida, masenog udjela
w(glutaraldehid) = 2,5 % i otopina je promijeSana. Volumen od 5 pL dobivene
otopine mikropipetom je deponiran na povrSinu grafitnih elektroda prethodno
modificiranih sa TINT-NH»-BM i smjesa je ostavljena umrezavati na zraku i sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Nakon toga su elektrode isprane s fosfatnim puferom
(pH = 6,0) i pohranjene uranjanjem u epruvete s fosfatnim puferom istog pH. Do

uporabe biosenzori su drzani u hladnjaku, na temperaturi od 4 °C.

GOx imobilizirana u hidrogel
dobiven umrezavanjem albumina
i glutaraldehida

Vodljiv kompozit
C /TiNT-NH,-BM/Nafion

Grafitna elektroda /

Slika 6. Shematski prikaz izvedbe glukoznog biosenzora.

Analiza glukoze pomocu priredenog biosenzora

Svojstva priredenih biosenzora odredena su odredivanjem glukoze u Cistim vodenim
otopinama i realnim uzorcima voc¢nih sokova. Mjerenja su izvedena pri radnom
potencijalu biosenzora od -100 mV, u fosfathom puferu Ciji je pH iznosio 6,0,
pracenjem promjene katodne struje uslijed dodatka uzorka ili standardne otopine
glukoze u otopinu. Odredivanje koncentracije glukoze u uzorcima voénih sokova
izvedeno je metodom standardnog dodatka, iz omjera porasta katodne struje uslijed
dodatka uzorka, odnosno standarda glukoze u otopinu osnovnog elektrolita (0,1 M
fosfatni pufer, pH = 6,0) u koju je bio uronjen glukozni biosenzor polariziran na
potencijal od -100 mV.. Rezultati analize realnih uzoraka dobiveni pomocu
biosenzora usporedeni su s rezultatima dobivenim primjenom referentne
spektrofotometrijske enzimske metode odredivanja glukoze, temeljene na reakciji
glukoza oksidaze s glukozom u prisutnosti peroksidaze i kromogenog reagensa,

amonijeve soli 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS).
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4. REZULTATI

4.1. Povrsinske modifikacije titanatnih nanocjevcica

MorfoloSka svojstva titanatnih nanocjevc€ica sintetiziranih u ovom radu istrazena su
transmisijskom elektronskom mikroskopijom (TEM). Tipi€na TEM mikrografija
nemodificiranih titanatnih nanocjevcica prikazana je na slici 7. Slika 8. prikazuje TEM
mikrografije uzorka TiINT-BM-NH, a slika 9 TEM mikrografije uzorka TiNT-NH,-BM.
Mikrografije prikazane na slikama 8.a i 9.a snimljene su pri ve¢em povecanju, kako bi
se bolje uocila morfologija nanocestica berlinskog modrila deponiranih na povrsinu

titanatnih nanocjevdcica.

i e > - 2 A . #

Slika 8. a) TEM mikrografija uzorka TiNT-BM-NH,, b) visokorezolucijska TEM mikrografija

Cestice berlinskog modrila deponirane na povrsinu titanatnih nanocjevcica.
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Slika 9. TEM mikrografije uzorka TiNT-NH,-BM snimljene pri a) manjem povecanju i b)

veéem povecanju.

Rezultati analize sadrzaja Zeljeza u uzorcima TINT-BM, TiNT-BM-NH, i TiINT-NH.-
BM, iskazani kao maseni udio Zeljeza u modificiranim nanocjevC€icama, prikazani su
u tablici 2. Na temelju stehiometrije berlinskog modrila (Fes[Fe(CN)g]s), iz podataka o
masenom udjelu Zeljeza izraCunat je maseni udio berlinskog modrila u modificiranim

nanocjevCicama, prema formuli:

w(Fes[Fe(CN)g]3) = w(Fe) * Mr(F;i[ll:;(((;l:))eh) = 2,20 * w(Fe)

IzraCunati maseni udjeli berlinskog modrila takoder su prikazani u tablici 2. U istoj su
tablici prikazani i rezultati analize sadrzaja amino-skupina u uzorcima TiNT-NH,,
TINT-BM-NH, i TINT-NH2-BM, iskazani kao maseni udio NHz-skupina u modificiranim

titanatnim nanocjev€icama.

Tablica 2. Rezultati analize sadrzaja Fe, NH,-skupina i berlinskog modrila (BM) u uzorcima

modificiranih titanatnih nanocjevcica.

Uzorak w(Fe) / % w(NH,) / % w(BM) / %
TiNT-BM 6,14 --- 13,5
TiNT—NH2 - 1,33 ---
TiNT—BM—NH2 4,99 1,15 11,0
TiNT—NHZ—BM 12,9 0,67 28,4
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4.2. Elektrokemijska svojstva modificiranih titanatnih nanocjevé€ica

Da bi se omogucila usporedba elektrokemijskih i elektrokatalitickin svojstava
titanatnih nanocjev€ica modificiranih s berlinskim modrilom s elektrokemijskim i
elektrokatalitickim svojstvima berlinskog modrila pripravljenog na koncencionalan
nacin, priredena je grafitna elektroda na koju je berlinsko modrilo deponirano
klasiénim postupkom, elektrodepozicijom berlinskog modrila na povrsinu elektrode
ciklickom voltametrijom iz otopine koja je sadrzavala ione Fe3* i [Fe(CN)s]s~. Ciklicki
voltamogrami snimljeni tijekom depozicije berlinskog modrila tim nacinom prikazani
su na slici 10. Da bi se dobio opceniti uvid u elektrokemijska i elektrokatalitiCka
svojstva uzoraka TiNT-BM-NH; i TiNT-NH»-BM, snimljeni su ciklicki voltamogrami
elektroda modificiranih s navedenim uzorcima u Cistom osnovnom elektrolitu te u
osnovnom elektrolitu koji je sadrzavao vodikov peroksid u koncentraciji od 10
mmol/L. Dobiveni cikliki voltamogrami prikazani su na slikama 11.i 12., pri Eemu su
skale na osi y jednake na obje slike, kako bi se olakSala vizualna usporedba
voltamograma. Usporedbe radi, pri identicnim uvjetima snimljeni su i ciklicki
voltamogrami na nemodificiranoj grafitnoj elektrodi (slika 13.) i grafitnoj elektrodi
modificiranoj berlinskim modrilom konvencionalnim elektrodepozicijskim postupkom
(slika 14.).

a0

40 4

I T T T T T T T T T r
-100 ] 100 200 300 400 a00
E/mV

Slika 10. Cikli¢ki voltamogram (25 ciklusa) snimljen tijekom depozicije berlinskog modrila na
povrsinu grafitne elektrode iz otopine koja je sadrzavala 5 mM Fe** i 5 mM [Fe(CN)g]*".

Osnovni elektrolit: 0,1 M KCI, 1 mM HCI (pH = 3). Brzina promjene potencijala: 50 mV/s.
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Slika 11. Cikli€ki voltamogram snimljen na elektrodi modificiranoj uzorkom TiNT-BM-NH, u a)
Cistom osnovnom elektrolitu i b) osnovnom elektrolitu koji je sadrzavao 10 mM H,0,. Osnovni
elektrolit: 0,1 M KCI, 1 mM HCI (pH = 3). Brzina promjene potencijala: 50 mV/s.
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Slika 12. Cikli¢ki voltamogram snimljen na elektrodi modificiranoj uzorkom TiNT-NH,-BM u a)
Cistom osnovnom elektrolitu i b) osnovnom elektrolitu koji je sadrzavao 10 mM H,0,. Osnovni
elektrolit: 0,1 M KCI, 1 mM HCI (pH = 3). Brzina promjene potencijala: 50 mV/s.
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Slika 13. Cikli¢ki voltamogram snimljen na nemodificiranoj grafitnoj elektrodi u a) Cistom
osnovnom elektrolitu i b) osnovnom elektrolitu koji je sadrzavao 10 mM H,0,. Osnovni
elektrolit: 0,1 M KCI, 1 mM HCI (pH = 3). Brzina promjene potencijala: 50 mV/s.

100 4
50
<
* o4 @
~
.50 -
b)
-100 4
) ' ) ' ) ' ) ' | ' I
-200 0 200 400 600 800

E/mV

Slika 14. Cikli¢ki voltamogram snimljen na grafitnoj elektrodi modificiranoj s elektrokemijski
deponiranim slojem berlinskog modrila u a) istom osnovnom elektrolitu i b) osnovnom
elektrolitu koji je sadrzavao 10 mM H,0,. Osnovni elektrolit: 0,1 M KCI, 1 mM HCI (pH = 3).

Brzina promjene potencijala: 50 mV/s.
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S obzirom da su provedena elektrokemijska istraZivanja jasno pokazala da su
elektrokataliticka svojstva uzorka TiNT-NH2-BM u redukciji vodikova peroksida
znacajno bolja od elektrokatalitiCkih svojstava uzorka TiNT-BM-NH, u svim daljnjim

eksperimentima koristene su elektrode modificirane uzorkom TiNT-NH2-BM.

Da bi se odredile analiticke karakteristike elektroda modificiranih uzorkom TiNT-NH-
BM, koriStenih kao amperometrijski senzori za odredivanje vodikova peroksida,
elektrode su polarizirane na -100 mV i snimljeni su amperogrami u osnovnom
elektrolitu u kojem je uzastopnim dodacima standardne otopine vodikova peroksida
koncentracija H,O, mijenjana unutar podrucja od 1 ymol/L do 15 mmol/L. Tipi¢an
amperogram prikazan je na slici 15. Na temelju ovisnosti katodne struje o
koncentraciji vodikova peroksida u otopini konstruiran je bazdarni dijagram prikazan

na slici 16. Linearnom regresijom odredena je jednadzba bazdarnog pravca:
I/ uA=(18,0£0,3) - ¢(H.O2) / mM + (0,06 + 0,07)

s pripadnim koeficijentom korelacije, * = 0,9981.

-15 4 100 uM
HZOZ

I/ pA

-20 4

-25 , . r . , .
50 100 150 200

t/'s

Slika 15. Amperogram snimljen na elektrodi modificiranoj uzorkom TiNT-NH,-BM tijekom
uzastopnih dodavanja 100 uM H,O,. Osnovni elektrolit: 0,1 M KCI, 1 mM HCI (pH = 3). Radni
potencijal: -100 mV.
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Slika 16. Bazdarni dijagram za odredivanje vodikova peroksida na elektrodi modificiranoj

uzorkom TiNT-NH2-BM. Uvjeti mjerenja kao na slici 14.

4.3. Karakterizacija amperometrijskog enzimskog biosenzora za glukozu

Primjenjivost titanatnih nanocjevCica modificiranih  berlinskim modrilom kao
katalizatora u amperometrijskim enzimskim biosenzorima temeljenim na oksidazama
ispitana je koriStenjem elektroda modificiranih uzorkom TiNT-NH»-BM kao osnove za
izradu amperometrijskog glukoznog biosenzora. Da bi se odredila optimalna
vrijednost pH, pri kojoj izradeni senzori pokazuju najvecCu osjetljivost, istrazeno je
kako se osjetljivost biosenzora mijenja u podrucju vrijednosti pH od 4,0 do 8,5.
Osjetljivost je odredena mjerenjem promjene katodne struje pri -100 mV uslijed
promjene koncentracije glukoze za 0,25 mM. Dobiveni rezultati prikazani su na slici
17.

Linearnost i osjetljivost priredenih glukoznih biosenzora ispitana je mjerenjem
promjena katodne struje pri -100 mV u otopini u kojoj je koncentracija glukoze
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postupno povecavana od 50 ymol/L do 1,5 mmol/L. Dobiveni bazdarni dijagram

prikazan je na slici 18. Linearnom regresijom odredena je jednadzba bazZdarnog

pravca:

I/ A =(1,91£0,06) - c(glukoza) / mM - (0,11 + 0,03)

s pripadnim koeficijentom korelacije, = 0,9949.

d//dc / pA/mM

pH

Slika 17. Ovisnost osjetljivosti glukoznog biosenzora o pH-vrijednosti otopine. Osnovni

elektrolit: 0,1 M fosfatni pufer. Radni potencijal biosenzora: -100 mV

2,5

2,0

0,5 4

0,0

\\\!

c(glukoza) / mM

Slika 18. Bazdarni dijagram za glukozu. Osnovni elektrolit: 0,1 M fosfatni pufer, pH = 6,0.
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Da bi se ispitala primjenjivost izradenih biosenzora u analizi realnih uzoraka,
odredena je koncentracija glukoze u uzorcima komercijalnih vo¢nih sokova. Analiza
je izvedena pri vrijednosti pH osnovnog elektrolita od 6,0, mjerenjem promjene
katodne struje uslijed dodatka uzorka, odnosno dodatka standardne otopine glukoze.
Tipi€an izgled dobivenog amperograma prikazan je na slici 19., a rezultati analize
uzoraka prikazani su u tablici 3. Usporedbe radi, u tablici 3. prikazani su i rezultati
analize glukoze u istim uzorcima, dobiveni odredivanjem koncentracije glukoze

pomocu referentne spektrofotometrijske enzimske metode.

7,5 -
Al(uzorak)
-8,0
<:z_ ) dodatak
uzorka
= 85
dodatak Al(standard)
-9,0 1 standarda
9,5 r
T T T T T T T T T
75 100 125 150 175

tls

Slika 19. Tipi€an amperogram snimljen tijekom odredivanja koncentracije glukoze u realnom
uzorku metodom standardnog dodatka. Osnovni elektrolit: 0,1 M fosfatni pufer, pH = 6,0.
Radni potencijal biosenzora: -100 mV.
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Tablica 3. Usporedba rezultata odredivanja koncentracije glukoze u uzorcima voénih sokova
maperometrijskim glukoznim biosenzorom i referentnom spektrofotometrijskom metodom.

UZORAK c(glukoza)/mM Rel.pogreska/%
BIOSENZOR REF. METODA
Voéni sok 1. 460,1307 443,1438 3,833272
Voéni sok 2. 407,8431 398,4899 2,347162
Vocéni sok 3. 428,7582 419,0574 2,314908
Voéni sok 4. 454,902 473,6498 -3,95817
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5. RASPRAVA

5.1. PovrsSinske modifikacije titanatnih nanocjevéica

Kao Sto se moze vidjeti iz TEM mikrografije prikazane na slici 7., titanatne
nanocjevcice dobivene reakcijom izmedu titanijeva dioksida i koncentrirane otopine
NaOH karakterizira jednoliki vanjski promjer od otprilike 7-10 nm i duljina od nekoliko
stotina nm do nekoliko pm. Nanocjevcice uglavhom formiraju snopove koji se sastoje
od nekoliko desetaka nanocjevCica i dugacki su po nekoliko pm. Niti detaljnim
pregledom snimlijenih TEM mikrografija nije uoCeno postojanje nikakvih drugih
Cestica u uzorku osim nanocjevcica, $to navodi na zaklju¢ak da je konvenrzija TiO, u

nanocjevcice pri navedenim uvjetima sinteze bila potpuna.

Suspendiranjem nemodificiranih titanatnih nanocjevcica ili titanatnih nanocjevcica
modificiranih  (3-aminopropil)trimetoksi silanom u otopini iona Fe?* dolazi do
specificnog vezanja (adsorpcije) iona Zeljeza na povrsinu titanatnih nanocjevcica te
do ugradivanja iona Zeljeza u strukturu titanatnih nanocjevcica ionskom izmjenom,
analogno ranije opazenim ionsko-izmjenjivackim svojstvima titanatnih nanocjevcica
(Bavykin i sur., 2006; Ma i sur., 2004) Depozicija berlinskog modrila na povrsinu
titanatnih nanogestica modificiranih ionima Zeljeza temelji se na reakciji iona Fe?" iz
modificiranih nanocjev€ica s heksacijanoferatnim(lll) ionima iz otopine, kako to

prikazuje slijedeca jednadzba:
4 Fe**(TiNT) + 3 [Fe(CN)e]*(aq) — Fes[Fe(CN)el5(TiNT)

Depozicijom berlinskog modrila na povrSinu nemodificiranih titanatnih nanocjevcica
(uzorak TIiNT-BM-NH,, Priprema 2) dobivaju se nanocestice berlinskog modrila
kuglastog ili polukuglastog oblika, veliCine uglavhom izmedu 5 i 30 nm, koje su
nasumice rasporedene po povrSini titanatnih nanocjev€ica (slika 8.a). Na
visokorezolucijskoj TEM mikrografiji pojedinatne nanocestice berlinskog modrila
(slika 8.b) jasno se uoCavaju obrisi atoma u kristalnoj reSetki. Razmak izmedu
ravnina atoma, odreden iz prikazane TEM mikrografije, iznosi 5,03 A. Taj razmak
odgovara razmaku kristalnih ravnina u kristalnoj reSetki berlinskog modrila (5,06 A,
JCPDS no. 73-0687), Cime je nedvojbeno potvrdeno da su nanocestice deponirane
na povrsinu titanatnih nanocjevcica zaista berlinsko modrilo. Za razliku od uzorka

TiNT-BM-NH2, kod uzorka TiNT-NH2-BM, dobivenog najprije funkcionaliziranjem
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povrSine titanatnih nanocjevCica (3-aminopropil)trimetoksi silanom, a tek potom
depozicijom berlinskog modrila na tako modificirane nanocjevCice (Priprema 1),
uoCavaju se nanocestice berlinskog modrila uglavhom kubi¢nog oblika (slika 9.b) i
jednolikije raspodijele veli¢ina. Promjena morfologije nanocestica berlinskog modrila
moze se pripisati promjeni povrSinskih svojstava podloge na koju je berlinsko modrilo
deponirano (povrSinske OH-skupine u slu€aju uzorka TiNT-BM-NH;, naspram
povrsinskih NHx-skupina kod uzorka TiNT-NH»-BM). 1z TEM mikrografija uzorka
TINT-NH2-BM moze se takoder uociti da je gustoca nanocCestica berlinskog modrila
(. brojnost nanocCestica po jedinici povrSine nanocjev€ica) veca kod uzorka TiNT-
NH2-BM, nego kod uzorka TiNT-BM-NH;, (slike 8.a i 9.a).

Rezultati analize sadrZaja Zeljeza (tablica 2) pokazuju da je sadrzaj Zeljeza (a time i
berlinskog modrila, BM) zaista veci kod uzorka TiNT-NH,-BM (28,4 % BM), nego kod
uzorka TiNT-BM-NH, (11,0 % BM). Takav znacajan porast sadrZaja Zeljeza kod
uzorka TiNT-NH»-BM mozZe se pripisati vecoj koli¢ini iona Fe?* adsorbiranoj na
povrSinu titanatnih nanocjevCica tijekom depozicije berlinskog modrila uslijed
kompleksiranja iona Fe?" s povrsinskim NH,-skupinama. S obzirom da je kod uzorka
TiINT-BM-NH, povrSina nanocjevCica modificirana amino-skupinama tek nakon
depozicije berlinskog modrila, takav pozitivan efekt kompleksiranja je izostao, pa je i
koli¢ina deponiranog berlinskog modrila bila manja nego u slu€aju uzorka TiNT-NH,-
BM. Da je za povecanje koli¢ine deponiranog berlinskog modrila kod uzorka TiNT-
NH.-BM zaista odgovorno povrsinsko kompleksiranje iona Fe?* s NH,-skupinama (a
ne da je manja koliCina deponiranog berlinskog modrila kod uzorka TiINT-BM-NH
posljedica, primjerice, mehani¢kog otkidanja nanoCestica s povrSine nanocjevcica
tijekom daljnje modifikacije nanocjev€ica silanom) potvrduje i usporedba sadrzaja
berlinskog modrila deponiranog na nemaodificirane titanatne nanocjevcice (uzorak
TiNT-BM, 13,5 % BM) i sadrzaja berlinskog modrila kod uzorka TiNT-NH»-BM. | u
ovom slu€aju je sadrzaj berlinskog modrila u uzorku TiNT-NH2-BM vedi, iako uzorak

TiINT-BM nakon depozicije berlinskog modrila nije bio dalje modificiran.

S obzirom da titanatne nanocjevcice pokazuju veliku povrSinsku koncentraciju OH-
skupina koje su u vodenoj otopini protonirane (tj. djelomi¢no postoje u obliku —OHy") i
pokazuju kisela svojstva, povrSinske OH-skupine poku$alo se blokirati reakcijom sa

silanom, kako bi se sprijeCio njihov eventualni negativni uCinak na aktivhost
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imobiliziranog enzima. Reakciju povrSinskih OH-skupina s (3-aminopropil)trimetoksi

silanom prikazuje slijede¢a jednadzba:
|—OH + (H3CO)3-Si-(CH2)3-NH, — \—O—Si(OCH3)2(CH2)3-NH2 + CH3;OH

pri cemu kondenzacija moze napredovati i dalje, dok ne reagiraju sve tri metoksi-

skupine.

Kod uzoraka modificiranih (3-aminopropil)trimetoksi silanom, rezultati analize
iskazani u tablici 2 pokazuju da je sadrzaj amina manji kod uzorka TiNT-NH2-BM
(0,67 %), nego kod uzorka TiNT-BM-NH, (1,15 %). Takav bi se rezultat mogao
pripisati dvama faktorima: vecoj specifi€noj povrsini uzorka TiNT-BM-NH;, (zbog
deponiranja nanocestica na povrsinu nanocjevcica), zbog ¢ega bi porasao i sadrza;j
povrsinski vezanog silana, te zasjenjenju amino-skupina nanoc€esticama berlinskog
modrila kod uzorka TiNT-NH2-BM, uslijed €¢ega dio amino-skupina prestaje biti
dostupan tijekom analize (tj. molekule ninhidrina prisutne u otopini ne mogu s njima
reagirati). Usporedba sadrzaja amino-skupina kod titanatnih nanocjev€ica
modificiranih samo sa (3-aminopropil)trimetoksi silanom (uzorak TiNT-NH, 1,33 %
NH;) sa sadrzajem amino-skupina kod uzoraka TiNT-BM-NH; i TiNT-NH,-BM
upucuje na zakljuCak da je smanjenje sadrzaja amino-skupina kod uzorka TiINT-NHz-
BM zapravo prividno, tj. posljedica zasjenjenja povrSinskih NHz-skupina deponiranim

nanocCesticama berlinskog modrila.

Navedeni rezultati i izvedeni zakljuCci omogucéuju zaklju¢ak da oba katalitiCka
materijala, i TINT-BM-NH,, i TiNT-NH,-BM sadrze dovoljnu koli€inu berlinskog
modrila (> 10 %) da bi se mogli upotrijebiti kao efikasni katalizatori za modificiranje
povrsine elektroda. UspjeSno vezanje (3-aminopropil)trimetoksi silana na oba uzorka

osigurava efikasno blokiranje povrSinskih OH-skupina titanatnih nanocjevcica.

5.2. Elektrokemijska svojstva modificiranih titanatnih nanocjevéica

Berlinsko modrilo eletrokemijski je aktivno i u podrucju potencijala izmedu 0 i 250 mV
pokazuje dva voltametrijska vala (slika 14.), koji se mogu pripisati reverzibilnoj
oksidaciji, odnosno redukciji berlinskog modrila prema jednadzbi (Karyakin i sur.,
2001; Ricci i sur. 2005):
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Fe'l,[Fe'(CN)g]s + 4 + 4 K* 2 K4Fe'y[Fe'(CN)gls

ElektrokatalitiCka svojstva berlinskog modrila jasno su vidljiva iz usporedbe slika 13. i
14. U podrucju potencijala izmedu -200 i +900 mV na nemodificiranoj grafitnoj
elektrodi do redukcije vodikova peroksida prakticki ne dolazi, dok njegova oksidacija
zapocinje tek pri potencijalima iznad +750 mV (slika 13.). Na grafitnoj elektrodi €ija je
povrSina modificirana slojem elektrokemijski deponiranog berlinskog modrila (slika
14.) redukcija vodikova peroksida zapocCinje ve¢ pri potencijalu od +450 mV, a
oksidacija pri +650 mV. KatalitiCki efekt berlinskog modrila ocito je daleko viSe
izraZzen za reakciju redukcije vodikova peroksida, a temelji se na reakcijama
(Karyakin i sur., 2001; Ricci i sur. 2005):

KsFe's[Fe"(CN)els + 2H,0, — Fe''s[Fe'(CN)els + 4K* + 4 OH'
(1)

Fe'l,[Fe'(CN)g]s + 4 + 4 K 2 K4Fe's[Fe'(CN)gls
(2)

Vodikov peroksid prisutan u otopini oksidira reducirani oblik berlinskog modrila
(KsFe'4[Fe"(CN)g]s, reakcija 1), a nastalo berlinsko modrilo elektrokemijski se natrag
reducira do KsFe'4[Fe'"(CN)g]s (reakcija 2), uslijed ¢ega dolazi do porasta katodne

struje. Sumarna reakcija koja se odvija na elektrodi prikazana je jednadzbom:
2H,0, + 4e” — 40H’

Kataliticki efekt uzoraka TiNT-BM-NH; i TiNT-NH2-BM pri elektrokemijskoj redukciji
vodikova peroksida predoCavaju slike 11. i 12. Vec€ jednostavna vizualna usporedba
voltamograma upucuje na zakljuCak kako elektroda modificirana s uzorkom TiNT-
BM-NH, pokazuje zanemarivu elektrokemijsku aktivhost i gotovo nikakav
elektrokatalitiCki efekt pri redukciji vodikova peroksida (slika 11.). Nasuprot tome, na
voltamogramima snimljenim na elektrodi modificiranoj s uzorkom TiNT-NH»-BM jasno
se uocCavaju voltametrijski valovi berlinskog modrila, a u otopini koja sadrzi vodikov
peroksid uoCljiv je znatan porast katodne struje (slika 12.). Usporedbom
voltamograma snimljenih u otopini koja je sadrzavala 10 mM vodikova peroksida na
elektrodi modificiranoj s uzorkom TiNT-NH2-BM (slika 12.) i elektrodi modificiranoj
konvencionalnom elektrokemijskom depozicijom berlinskog modrila (slika 14.), jasno
se uoCava da je porast katodne struje pri istoj koncentraciji vodikova peroksida
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znacajno veci kod elektrode modificirane uzorkom TiNT-NH2-BM (otprilike 125 pA pri
-100 mV), nego kod konvencionalno modificirane elektrode (otprilike 70 pA pri -100
mV). navedeni rezultati upuéuju na zaklju¢ak da elektrode modificirane sa TiNT-NH;-
BM pokazuju bolja elektrokatalitiCka svojstva pri redukciji vodikova peroksida nego
elektrode modificirane konvencionalnim postupkom, elektrokemijskom depozicijom

berlinskog modrila.

Zbog navedenih svojstava elektrode modificirane s TiNT-NH2-BM mogu se iskoristiti
kao amperometrijski senzor za selektivno i osjetljivo odredivanje vodikova peroksida.
Iz nagiba bazdarnog pravca prikazanog na slici 16. moze se izraCunati osjetljivost
tako modificiranog senzora koja, uzimajuci u obzir geometrijsku povrsinu elektrode
od 0,0707 cm?, iznosi 0,255 A M'ecm™. Senzor postize linearan odziv u podrugju

koncentracija vodikova peroksida od 50 uM do 1 mM.

5.3. Karakterizacija amperometrijskog enzimskog biosenzora za glukozu

Opisana svojstva elektroda modificiranih s TiNT-NH2-BM omogucuju njihovu
primjenu kao pretvorni¢kog dijela amperometrijskog enzimskog senzora temeljenog
na enzimu oksidazi. U ovome radu takav je senzor konstruiran koristeCi enzim
glukoza oksidazu kao modelni enzim. Optimalni pH, pri kojem je senzor pokazivao
najvecu osjetljivost, utvrdeno je da iznosi 6,0 (slika 17.), $to se uglavnom poklapa s
optimalnom vrijednosc¢u slobodne glukoza oksidaze u otopini (Kalisz i sur., 1991). S
obzirom na visoku elektrokatalitiCku uc€inkovitost TINT-NH2-BM pri redukciji vodikova
peroksida, razvijeni senzor pokazivao je vrlo visoku osjetljivost na glukozu. Iz nagiba
bazdarnog pravca prikazanog na slici 18. moze se izraCunati osjetljivost biosenzora,
koja iznosi 27,0 mA M'cm? U usporedbi s rezultatima publiciranim u literaturi
(tablica 4.), moZe se zakljuciti da je takva osjetljivost biosenzora vrlo visoka, te da
razvijeni senzor omogucuje osjetljivo i selektivno odredivanje glukoze. Relativho
Siroko linearno podrucje biosenzora, od 50 yM do 1 mM glukoze, omogucuje
fleksibilnost u analizi i pojednostavljuje postupak pripreme uzorka, smanjujudi

potrebu za ¢estim promjenama faktora razrjedenja uzorka.
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Tablica 4. Usporedba osjetljivosti razvijenog biosenzora s osjetljivoséu sliCnih

biosenzora opisanih u literaturi

OSJETLJIVO_?T /mA M-1 REFERENCA
cm
27,0 Ovaj rad
0,136 Wang, H. i sur., (2009)
12,6 Pan, D. | sur. (2005)
113,1 Ming- Chieh, T. (2009)
54 Dai, Z. | sur. (2007)

Razvijeni biosenzor pokazao se pouzdanim i u analizi realnih uzoraka. Na temelju
usporedbe rezultata analize sadrzaja glukoze u uzorcima voc¢nih sokova dobivenih
primjenom biosenzora i referentnom spektrofotometrijskom metodom (tablica 3.)
moze se zakljuCiti da je slaganje rezultata vrlo dobro, s obzirom da je relativha
pogreSka analize u svim slu€ajevima bila manja od 4 %. |z amperograma prikazanog
na slici 14. moze se uociti jo$ jedno poZeljno svojstvo razvijenog biosenzora. Naime,
biosenzor pokazuje vrlo brzi odziv, s obzirom da do stabilizacije katodne struje dolazi
u periodu od 30-40 s nakon dodatka uzorka, odnosno standarda. To je svojstvo
izuzetno pozeljno pri analizi velikog broja uzoraka, s obzirom da znacajno skracuje
vrijeme analize, odnosno omogucuje analizu veceg broja uzoraka po jedinici

vremena, ¢ineci analizu na taj nacin i jeftinijom.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja provedenih u ovome radu, moZze se zakljuciti sliedece:

e Titanatne nanocjevCice su prikladan supstrat za povrSinsko
modificiranje s nanocCesticama berlinskog modrila i funkcionaliziranim
silanima.

e Depozicijom nanocestica berlinskog modrila na titanatne nanocjevcice
povrsinski funkcionalizirane s NHz-skupinama moguce je posti¢i gotovo
dvostruko vecu povrSinsku gustou nanocCestica nego u slucaju
depozicije berlinskog modrila na nemodificirane titanatne nanocjevcice.

¢ Nanocestice berlinskog modrila deponirane na povrSinu titanatnih
nanocjev€ica funkcionaliziranih s NHjy-skupinama pokazuju gotovo
dvostruko bolja elektrokatalititka svojstva pri redukciju vodikova
peroksida nego berlinsko modrilo pripravlieno konvencionalnim
postupkom, elektrokemij-skom depozicijom na povrsinu elektrode.

e Spomenute titanatne nanocjevCice modificirane s berlinskim modrilom
mogu se s uspjehom uporabiti za izradu kompozitnih, katalitiCki aktivnih
elektroda za redukciju vodikova peroksida i amperometrijskin senzora
za njegovo selektivno i osjetljivo odredivanije.

e Takve kompozitne elektrode mogu se s uspjehom primijeniti kao
pretvorniCki element kod biosenzora temeljenih na oksidazama. S
obzirom na visoku Kkataliticku ucinkovitost titanatnih nanocjevcica
modificiranih berlinskim modrilom, pripravljeni biosenzori odlikuju se
vrlo visokom osjetljivos¢u, kao Sto je demonstrirano u slucaju
pripravljenog biosenzora za glukozu, koji je pokazivao osjetljivost od
27,0 mAM'ecm™2.
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9. SAZETAK

UPORABA POVRSINSKI MODIFICIRANIH TITANATNIH NANOCJEVCICA U
AMPEROMETRIJSKIM BIOSENZORIMA

Iva Bebek i Petra Saler

(Mentor: dr.sc. Damir lvekovic, doc.)

Razvoj elektrokemijskin senzora za osjetljivu i selektivhu detekciju vodikova
peroksida od velike je praktiChe vaznosti s obzirom da je amperometrijski senzor za
vodikov peroksid bitan sastavni dio biosenzora Kkoji se temelje na enzimima
oksidazama. On u tim biosenzorima sluzi kao elektrokemijski pretvornik koji generira
struju proporcionalnu koncentraciji vodikova peroksida nastalog tijekom enzimske
oksidacije supstrata (tj. analita). Pri amperometrijskoj detekciji vodikova peroksida
najviSe poteskoca stvara visok prenapon potreban za njegovu oksidaciju, odn.
redukciju na vecini konvencionalnih elektrodnih materijala, zbog ¢ega senzor mora
raditi pri relativno visokom anodnom, odn. katodnom potencijalu. Pri tim radnim
potencijalima senzora mnogi interferenti, koji su obi¢no prisutni u realnim uzorcima,
takoder mogu elektrokemijski reagirati na elektrodi, uzrokujuéi smanjenje
selektivnosti senzora, a time i smanjenje to¢nosti analize. Jedna od najprikladnijih
metoda za smanjenje potencijala potrebnog za detekciju vodikova peroksida jest
uporaba katalizatora koji olakSavaju njegovu elektrokemijsku oksidaciju, odn.

redukciju.

U ovom radu istrazena je moguénost uporabe titanatnih nanocjevcica kao
podloge za depoziciju nanocCestica zeljezova(lll) heksacijanoferata(ll) (berlinskog
modrila), jednog od najboljih elektrokemijskih katalizatora za redukciju vodikova
peroksida. Namjera je bila iskoristiti veliku specificnu povrSinu titanatnih nanocjevcica
(otprilike 250 m?/g) i njihova kemijska svojstva (moguénost ionske izmjene te veliku
gustocu povrsinskih OH-skupina) za dobivanje novog katalitickog materijala velike
povrsine, kod kojeg je postignut visok stupanj disperzije nanoCestica katalizatora, te
na taj naCin osigurana velika kontaktna povrSina izmedu Cestica katalizatora i
otopine. Pored toga, ispitana je moguénost povrSinske modifikacije titanatnih
nanocjevCica funkcionaliziranim silanima, te su ispitana svojstva tako dobivenog

materijala kao nosaCa katalizatora. Dobiveni nanostrukturirani katalitiCcki materijali
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iskoristeni su za izradu kompozitnih elektroda na bazi grafita i ispitana su njihova
elektrokataliticka svojstva u redukciji vodikova peroksida. Elektrode s najboljim
elektrokatalitickim svojstvima iskoriStene su za izradu amperometrijskog senzora za

glukozu, temeljenog na enzimu glukoza-oksidazi.

Depozicija berlinskog modrila na povrsinu titanatnih nanocjevcica izvedena je
postupkom izravne ionske izmjene iona Fe?*, odnosno depozicijom berlinskog
modrila na povrSinu titanatnih nanocjevCica modificiranih (3-aminopropil)trimetoksi
silanom, na koje su prethodno adsorbirani ioni Fe?*. Pokazalo se da je ucinkovitost
depozicije nanocestica berlinskog modrila gotovo dvostruko veca u slu€aju depozicije
na titanatne nanocjevcice povrsinski modificirane amino-skupinama, nego u slucaju
depozicije na nemodificirane nanocjevCice. Kompozitne grafitne elektrode koje su
sadrzavale 10-20 % titanatnih nanocjev€ica maodificiranih berlinskim modrilom
pokazivale su i do deset puta vecCu katalitiCku aktivnost pri elektrokemijskoj redukciji
vodikova peroksida, nego elektrode pripravliene na konvencionalan nacin,
elektrokemijskom depozicijom berlinskog modrila na povrSinu grafithe elektrode.
Pripravliene kompozitne elektrode s uspjehom su iskoriStene za izradu
amperometrijskog biosenzora za glukozu, Cija je primjenjivost ispitana analizom
realnih uzoraka vocCnih sokova i osvjeZavajuCih napitaka. Zahvaljujuci visokoj
osjetljivosti kompozitnih elektroda na bazi modificiranih titanatnih nanocjevcica,
priredeni biosenzori pokazivali su izuzetno visoku osjetljivost na glukozu, 20-30 mA

M~ em™.

Kljuéne rijeci : Berlinsko modrilo, titanatne nanocjevcice, vodikov peroksid,

elektrokataliza, glukozni biosenzor
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SUMMARY

THE APPLICATION OF SURFACE-MODIFIED TITANATE NANOTUBES IN
AMPEROMETRIC BIOSENSORS

Iva Bebek, Petra Saler

Development of electrochemical sensors for sensitive and selective determination of
hydrogen peroxide has a great practical importance because the amperometric
hydrogen peroxide sensor is an essential part of oxidase enzyme-based biosensors.
It serves as an electrochemical transducer that generates current proportional to the
concentration of hydrogen peroxide, formed during the enzyme-catalyzed oxidation
of enzymatic substrate (i.e. the analyte). The major problem in amperometric
hydrogen peroxide detection is that at ordinarily employed electrode materials
oxidation or reduction of hydrogen peroxide requires a high overpotential.
Consequently, the sensor must be operated at a relatively high anodic or cathodic
potential. At these potentials, many interfering species, usually present in real
samples, may react at the electrode simultaneously with hydrogen peroxide, causing
the loss of sensitivity and decreasing the accuracy of analysis. One of the most
promising strategies to lower the potential for detection of hydrogen peroxide is the

use of catalysts for electrochemical oxidation or reduction of hydrogen peroxide.

In this study, the possibility of application of titanate nanotubes as a substrate for
deposition of iron(lll) hexacyanoferrate(ll) (Prussian blue) nanoparticles, one of the
best electrochemical catalysts for hydrogen peroxide reduction, has been
investigated. The aim of this work was to take advantage of both the high specific
surface area of titanate nanotubes (around 250 m?/g) and their chemical properties
(ion-exchange properties, high density of surface OH-groups) in order to obtain a
new, high specific surface area catalytic material with enhanced electrocatalytic
properties, high dispersion of catalytic nanoparticles, and consequently, a high
contact surface area between the catalyst and surrounding solution. The possibility of
surface modifications of titanate nanotubes with functionalized silanes and the
properties of obtained materials as a substrate for deposition of catalyst were
investigated as well. Synthesized catalytic materials were employed for preparation

of graphite-based composite electrodes and their electrocatalytic activity toward the

PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

44



reduction of hydrogen peroxide was tested. Electrodes with best electrocatalytic
properties were used as transducers in amperometric glucose oxidase-based

biosensors for determination of glucose.

Prussian blue-modified titanate nanotubes were prepared in two ways: through the
reaction of Fe* ion-exchanged titanate nanotubes with ferricyanide ions, or by
deposition of Prussian blue nanoparticles onto the surface of (3-
aminopropyl)trimethoxy silane-modified titanate nanotubes. It was demonstrated that
Prussian blue nanoparticles deposited on titanate nanotubes surface-modified with
(3-aminopropyl)trimethoxy silane exhibit almost two times higher catalytic efficiency
toward the reduction of hydrogen peroxide, than Prussian blue nanoparticles
deposition on unmodified nanotubes. Composite graphite electrodes that contained
10 — 20 % Prussian blue-modified titanate nanotubes showed up to two times higher
catalytic activity for electrochemical reduction of hydrogen peroxide, than Prussian
blue-modified electrodes prepared conventionally, by electrochemical deposition of
Prussian blue on the surface of graphite electrode. Fabricated composite electrodes
were successfully employed in construction of amperometric glucose biosensors.
The applicability of biosensors in analysis of real samples was tested by determining
the glucose concentration in samples of commercial fruit juices. Due to the high
sensitivity of composite electrodes based on Prussian blue-modified titanate
nanotubes, biosensors developed in this work exhibited high sensitivity for glucose,
in the range of 20-30 mA M'cm™.

Keywords : Prussian blue, titanate nanotubes, hydrogen peroxide, electrocatalysis,

glucose biosensor
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