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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

1. Ispitati elektrokemijsko ponasanje elektrode od ugljikove paste pri razli¢itim pH
vrijednostima.

2. lIspitati utjecaj MnO, modifikatora na elektrokemijski odziv prema vodikovom
peroksidu pri razli¢itim pH vrijednostima.

3. Objasnjenje pojava koje se mogu uociti ciklickom voltametrijom.

4. Potvrda uporabe MnO, kao modifikatora u izradi biosenzora.



SAZETAK

U ovom zavr$snom radu ispitivana je uporaba MnO, kao modifikatora za biosenzorsko
odredivanje glukoze s elektrodama od ugljikove paste. S obzirom na mogucnost redukcije
MnO, s H,0, (kao produktom enzimske reakcije oksidacije glukoze s glukoza oksidazom)
ovaj vid modifikacije ima potencijal za odredivanje onih bioloskih vrsta, koji u svom
enzimskom ciklusu kao produkt reakcije imaju vodikov peroksid. Elektroda pripravljena od
ugljikove paste s 5% modifikatora je testirana na tri pH vrijednosti (4, 7, 9) na redoks reakcije
H,0,. Kao optimalna pH vrijednost pokazala se pH 9 u boratnom puferu, gdje se indirektno
uocila oksidacija vodikovog peroksida. Ova reakcija moze se iskoristiti u analitickom

odredivanju vrsta koje u svojoj enzimskoj reakciji imaju kao produkt vodikov peroksid.

Klju¢ne rije¢i: elektrode od ugljikove paste, modifikatori, biosenzori, glukoza



SUMMARY

This final work present using of MnO; as a modifier for biosensor glucose determination in
carbon paste electrodes. Possibility of reducing MnO, with H,O, (as a product of the
enzymatic reaction of glucose with glucose oxidase) offer posibility of using this kind of
biological species which in their enzymatic cycle have a hydrogen peroxide as reaction
product. Electrodes made of carbon paste with 5% modifier were tested at three pH values (4,
7, 9) on redox of H,0O, reaction. As an optimal pH value, pH 9 was found in borate buffer,
where oxidation of hydrogen peroxide was observed. This reaction can be utilized in
analytical determination of species that in its enzyme reaction have the product as hydrogen

peroxide.

Keywords: carbon paste electrode, modifiers, biosensor, glucose
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UvOoD

Vodikov peroksid (H,0;) jedan je od najvaznijih regulatora u bioloSkim reakcijama koje su
katalizirane oksidazama. Odredivanje vodikovog peroksida postavlja temelje mnogim
analitickim tehnikama i komercijalnim testovima poput kalorimetrije, fluorometrije,
spektrofotometrije, kemiluminescencije i elektrokemijske metode. Medu tim tehnikama,
elektrokemijske metode analize pruzaju prikladan nacin odredivanja H,O, zbog svoje
jednostavnosti, jeftinije instrumentacije, visoke selektivnosti i prikladnosti za otkrivanje i
kvantificiranje analita u realnom vremenu. U elektrokemiji, vodikov peroksid moze biti
izravno reduciran/oksidiran na povrSini ¢vrstih elektroda. Odredivanje H,0, na
konvencionalnim, plemenitim, metalnim elektrodama je ograni¢eno visokim prenaponom
koji usporava kinetiku reakcije. U istrazivanjima prethodno navedenih tehnika, otkriveno je
kako je odredivanje H,O, uglavnom usmjereno prema modificiranim elektrodama kako zbog
rjeSavanja problema niske osjetljivosti tako i zbog visokog radnog potencijala.
Elektrokemijski procesi vodikovog peroksida na povrSinama elektroda mogu se pratiti
ciklickom voltametrijom. U ovom radu predstavljen je potencijal elektrode od ugljikove paste
modificirane s 5% manganovog (IV) oksida, kao materijala za razvoj senzora osjetljivog na
peroksid, kao i primjer elektrokatalitickog odredivanja vodikovog peroksida.



1. OPCI DIO

1.1. U sredistu radnje — Vodikov peroksid

Vodikov peroksid (H2O;) jedan je od najvaznijih regulatora u bioloskim reakcijama koje su
katalizirane oksidazama [1]. H,0, (Mr = 34,014 g mol™) je molekula s langanom,
neplanarnom strukturom (Slika 1). Ovisno o koncentraciji (> 10%), djeluje iritiraju¢e na
kozu, oci, gastrointestinalni trakt i sluznicu. H,O; vrlo je vazan u bioloskim, farmakoloskim,
medicinskim i ekoloskim znanostima, proizvodnji hrane i tekstila [2]. U industrijskim i
medicinskim podru¢jima, koristi se za proc¢is§¢avanje otpadnih voda, kao sredstvo za
izbjeljivanje i za sterilizaciju. H,O, igra klju¢nu ulogu u reguliranju vitalnih i slozenih
bioloskih puteva, pri rastu i diferencijaciji stanica, apoptozi i imunoloskoj aktivaciji [3].
Povisena koncentracija H;O,, uz ostale uzro¢nike, izaziva pojavu bolesti poput: raka,
artritisa, dijabetesa, neurodegenerativnih poremecaja, kardiovaskularnih bolesti, astme i
oksidativnog stresa [4,5]. Odredivanje vodikovog peroksida postavlja temelje mnogim
analitickim tehnikama i komercijalnim testovima poput kalorimetrije, fluorometrije,
spektrofotometrije, kemiluminescencije i elektrokemijske metode [6]. Prve cetiri tehnike
imaju nedostatke, dugotrajnije su i skupe, zahtijevaju dugotrajne pripreme uzorka, koristenje
skupih reagensa i pate od interferencija [7]. Medu tim tehnikama, elektrokemijske metode
analize pruzaju prikladan nadin odredivanja H,O, zbog svoje jednostavnosti, jeftinije
instrumentacije, visoke selektivnosti i prikladnosti za otkrivanje i kvantificiranje analita u
realnom vremenu [8]. Voltametrija je skup elektroanalitickih tehnika za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu uzorka kod kojih je signal pobude elektricni napon, a signal odziva
elektricna struja. Voltametrijska mjerenja provode se u elektrokemijskoj ¢eliji, u kojoj se
signal pobude namece izmedu referentne i radne elektrode, a mjeri se struja koja tece izmedu
radne elektrode i protuelektrode. Struja, kao signal pobude je funkcija vremena i narinutog
napona. Osjetljivost voltametrije omoguéuje mjerenje koncentracija od 10~° do 10*? moldm’
% U elektrokemiji, vodikov peroksid moze biti izravno reduciran/oksidiran na povrsini &vrstih
elektroda. Odredivanje H,O, na konvencionalnim, plemenitim, metalnim elektrodama je
ograni¢eno visokim prenapom koji usporava kinetiku reakcije. Nadalje, ovaj prenapon kao
posljedicu ima pojavu interferencija u uzorku od strane elektroaktivnih vrsta [9]. U
istrazivanjima prethodno navedenih tehnika, otkriveno je kako je odredivanje H,O, uglavnom
usmjereno prema modificiranim elektrodama kako zbog rjeSavanja problema niske

osjetljivosti tako i zbog visokog radnog potencijala. U izradi selektivhog H,O, biosenzora



kao modifikatori koriStene su nanocCestice platine, redoks polimeri, metalni oksidi,
nanovlakna, veliki broj naprednih nanomaterijala (grafitne kapsule, tetraetil ortosilikati) [10].
Ove tehnike, u odnosu na konvekcionalne analiticke metode za odredivanje H,O,, pokazale

su se kao mnogo naprednije i u¢inkovitije [11].

/
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Slika 1 — Struktura vodikovog peroksida
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1.2. Biosenzori

Biosenzori su specijalna vrsta senzora Kkoji sadrze bioloski prepoznavajuci element
(biokemijski receptor). Npr. biosenzor za glukozu je “bio” ukoliko sadrzi neki od enzima koji
kontroliraju specificnu reakciju glukoze. C-vitamin, poput glukoze, moze se odredivati sa
odgovaraju¢im biosenzorom. Kako bi se razjasnila razlika izmedu biosenzora i senzora,
posluzit ¢e primjer mokraéne kiseline. Dakle, ukoliko mokra¢nu kiselinu odredujemo
amperometrijski s elektrodom modificiranom s MnO;, onda imamo senzor. S druge strane,
ako mokraénu kiselinu odredujemo elektrodom koja sadrzi komponentu (urat oksidazu) tada
imamo biosenzor.

Prema IUPAC-u biosenzori su:

“Uredaji koji koriste specifi¢ne biokemijske reakcije djelovanjem izoliranih enzima, imuno
sustava, tkiva, organela ili cijelih stanica za detekciju kemijskih spojeva putem elektri¢nih,
toplinskih i optickih signala” [12].

Thevenoat [13] predlozio je jednu od mnogih definicija biosenzora:



,Bilosenzori su samostalni integrirani uredaji koji su sposobni dati odredene kvantitativne ili
semi-kvantitativne informacije na bazi biolo§kog prepoznavajué¢eg elemenata (biokemijskog
receptora), u direktnom kontaktu sa pretvara¢em (transduktor)®.

Za razliku od uobicajenih analitickin metoda koje koriste glomazne uredaje, mjerenja
biosenzorima provode se na netretiranim uzorcima na jednostavan i jeftin nacin. Neiscrpan
model za razvoj biosenzora je priroda sa selektivnim molekulama koje se mogu upotrijebiti
za dizajniranje senzora kao tehnickog mjernog uredaja. Kombiniranje prirodnih molekula s
metodama koje pruza mikroelektronika, rezultira vrlo ¢esto masovnom proizvodnjom
biosenzora u obliku ¢ipova. Za sada je neupitno da je postignuta visoka osjetljivost i
selektivnost odredivanja na kontaktu analit-senzor koja nerijetko visestruko premasuje
klasicne sofisticirane analiticke tehnike. Sli¢ne sustave lako prepoznajemo u prirodi. Svi
bioloski sustavi po svojoj prirodi su termodinamicki neuravnotezeni i kao takvi trebaju
razlicite osjetljive komponente za odrzavanje kontrole stabilnosti zivotnih funkcija u
interakciji s okolinom. Ovo je ujedno i model razvoja biosenzora za industrijsku primjenu,
posebice u podrucju biotehnologije. Jedna od najzastupljenijih vrsta biosenzora su
elektrokemijski biosenzori. Elektrokemijski biosenzori se razlikuju od ostalih bioanaliti¢kih
sustava koji zahtijevaju dodatnu pripremu analita, kao $to je dodavanje reagensa. Biosenzori
se sastoje od dviju glavnih komponenti tj. elementa za biolosko prepoznavanje, koji reagiraju
s ciljanim analitom, i (pretvarata) transduktora koji transformira interakciju u elektri¢ni
signal [14].

@ =analyte > = bioreceptor

°o

T m
N4

.O®

signal = current

sample

applied potential

Slika 2 - Princip funkcioniranja amperometrijskog biosenzora.

Jedna od elektrokemijskih tehnika koja se upotrebljava pri izradi biosenzora je
kronoamperometrija. Tom tehnikom se mjeri struja u funkciji vremena pri ¢emu se elektroda
drzi na odgovarajuéem konstantnom potencijalu. Signal ovih biosenzora generira se
izmjenom elektrona izmedu bioloskog sustava (bioreceptora senzora) i elektrode. Za ovu

izmjenu bitan faktor je medijator. Kod amperometrijskin biosenzora (Slika 2), analit se



podvrgava redoks reakciji koja se prati mjerenjem struje u elektrokemijskoj ¢eliji. Analit na
taj nac¢in mijenja svoje oksidacijsko stanje na elektrodi i mjeri se struja koja je proporcionalna
koli¢ini analita koji je reagirao na elektrodi.

Teoretski, biosenzori se mogu klasificirati prema vrsti elementa za biolosko prepoznavanje.
Oni mogu biti enzimi, antitijela, DNK, zive ¢elije 1 drugi bioloski receptori. Neki od njih
mogu se upotrijebiti za odredivanje dioksina i polikloriranih bifenila (PCB), poliaromatskih
ugljikovodika [PAHSs] [15].

Na Slici 3 prikazani su bioreceptori koji se koriste za modifikaciju elektroda u svrhu
dizajniranja odgovaraju¢ih biosenzora. Ovako pripremljen bioreceptorski sloj odgovoran je
za selektivnost odnosno specifi¢nost biosenzora prema odredenom analitu. Mogu se koristiti
brojni bioloski ili bioloski izvedeni sastojci kao modifikatori elektrode. Ovim se postize
osnovno svojstvo biosenzora, funkcioniranje bez prethodnog tretmana uzorka. Prvi korak u
dizajniranju biosenzora je izbor odgovarajuceg bioreceptora tako da prepoznavajuca Strana
elektrode specifi¢no reagira S ciljanim analitom. Izbor je odreden svojstvima analita i
njegovom strukturom te prisutnim interferiraju¢im tvarima u uzorku. U klini¢koj analizi radi

se sa bioloskim uzorcima s kompleksnom matricom koji sadrze interferencirajuce vrste.

ANTITUELA
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Slika 3 - Bioreceptori za modifikaciju elektrode u izradi biosenzora.



Vazno je da se pri dizajniranju biosenzora na bazi enzima omoguc¢i vracanje u pocetno

oksidacijsko stanje redoks aktivnog centra enzima kako bi on zadrzao svoju aktivnost za

ponovnu reakciju sa analitom.

e
=]

a b c

Slika 4 - Shema glavnih komponenti biosenzora. Biokatalizator (a) konvertira supstrat
u produkt. Ova reakcija se prati putem transduktora/pretvornika (b) koji stvara
elektriéni signal. FElektriéni signal se pojacava (c), obraduje i transformira iz

analognog u digitalni oblik (d) i prikazuje na racunalu.

Kljucni dio biosenzora je transduktor-pretvornik, oznacen na slici 4 sa (b), koji omogucava

prac¢enje promjena fizikalnih veli¢ina tijekom reakcije. To su najéesce:

1.
2.

Oslobadanje ili absorpcija topline reakcije kod kalorimetrijskih biosenzora,

Promjene u raspodjeli naboja koje uzrokuju elektri¢ni potencijal (potenciometrijski
biosenzori),

Tok elektrona (el. struja) nastao kao rezultat redoks reakcije (amperometrijski
bisenzori),

Svjetlosni tok (elektromagnetno zracenje) ili absorpcija svjetlosti pri reakciji (opticki
biosenzori),

Efekti promjene mase reaktanata ili produkata (piezo-elektri¢ni biosenzori).
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Slika 5 - Razli¢ite konfiguracije biosenzora

Najpoznatiji biosenzor za glukozu je razvijen na enzimu glukoza oksidazi (GOx), a koji
katalizira oksidaciju glukoze sa kisikom u glukonolakton (ili u glukonsku kiselinu) i H,0,.

Razvijeni H,O, naknadno se odreduje elektrokemijski.

Glukoza + 0,—%— glukonolakton + H,0, + AH (1)

Mnogi drugi enzimi koji su danas komercijalno dostupni sluze za razvoj raznih biosenzora.
Pored najbolje elektrokemijski ispitanih, mogu se upotrijebiti i drugi principi za konvertiranje

signala kao Sto su akusti¢ni efekti, kalorimetrijski 1 opticki.

1.2.1. Generacije biosenzora

Postoje tri generacije biosenzora. Kod prve generacije biosenzora, produkt reakcije difundira
do elektrode gdje se oksidira ili reducira. Kod druge generacije biosenzora ukljuceni su
specificni posrednici (medijatori) izmedu osnovnog bioloskog dijela i medijatora. Kod trece
generacije biosenzora reakcija sama prouzrokuje odziv na elektrodi u $to nije ukljucen niti
produkt niti medijator kemijske reakcije. U novije vrijeme postignut je znatan napredak u
razvoju treée generacije biosenzora baziran na direktnom prijenosu elektrona izmedu
elektrode i bioloskog elementa. Istrazivanja su posebno fokusirana na voltametriji koja nudi
efikasan nacin direktnog prijenosa elektrona izmedu proteina i elektrode.

Kod specifi¢nih biosenzora baziranih na upotrebi enzima, tri generacije biosenzora su

shematski prikazane na Slici 6.
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Slika 6 - Tri generacije enzimskih elektrokemijskih biosenzora

1.2.1.1. Prva generacija biosenzora

Razvoj biosenzora na bazi enzima znatno je uznapredovao u posljednje vrijeme jer se doslo
do novih spoznaja u razumijevanju mehanizama vezanih za funkcioniranje aktivnih centara
enzima. U pocetku se enzimska elektrokemija oslanjala na voltametrijsku detekciju proizvoda
odnosno kosupstrata (poput H,0,) i to je bila takozvana prva generacija biosenzora, Slika 6.

Uobicajeni analit koji je detektiran na ovaj nacin je vodikov peroksid, uobicajan proizvod
reakcije enzima iz grupe oksidaza, pri ¢emu se kisik reducira. Sam proizvod moze biti

elektroaktivan, ali ne nuzno.

1.2.1.2. Druga generacija biosenzora

Druga generacija biosenzora izbjegava oksidaciju/redukciju produkata ili reaktanata iz
sustava zamjenjujuci prijenos signala s redoks aktivnim koordinacijskim spojem ili redoks
organskom molekulom. U elektrokemiji medijator ima dvojaku ulogu. Prvo, homogeni
prijenos elektrona vraca enzim u prethodni aktivni oblik za slijedec¢i redoks ciklus, a zatim
heterogeni prijenos elektrona s radnom elektrodom osigurava struju koja kvantificira enzim-
supstrat reakciju. Ovaj pristup danas je osnova rada veéine komercijalnih biosenzora,
ukljucujuéi i biosenzor temeljen na enzimu glukoza oksidaza koji koristi ferocen medijator.
Ovoj klasifikaciji pripada i koristenje redoks aktivnih polimera adsorbiranih na povrsini

elektrode. U svim slucajevima nastale struje su generirane na formalnom redoks potencijalu
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medijatora, a ne enzima. U idealnom slucaju redoks potencijal medijatora je blizak onom koji
pripada aktivnom redoks centru enzima. Cilj je izbjegnuti veliki prenapon koji moze dovesti

do nespecifi¢nih redoks reakcija.

1.2.1.3. Treca generacija biosenzora

Osnova principa trece generacije biosenzora je uklanjanje svih kosupstrata iz sustava kako
prirodnih tako i umjetnih s ciljem postizanja direktne razmjene elektrona izmedu enzima i
elektrode. Iako ovoj vrsti biosenzora tek predstoji komercijalna primjena, ona nudi znacajne
prednosti u odnosu na sustave s medijacijom (druga generacija biosenzora). Postoje mnogi
zasada nerijeSeni problemi kod direktne enzimske elektrokemije. Oni ukljucuju izbjegavanje
denaturacije enzima zbog njegove adsorpcije na elektrodnoj povrSini uz istovremeno
osiguranje efikasne elektronske komunikacije izmedu aktivnog centra enzima ili nekog

drugog redoks kofaktora unutar enzima i elektrode.

1.2.2.  Amperometrijski biosenzori

Novija istrazivanja, u podrucju elektrokemijskih senzora, temeljena na modificiranim
ugljikovim materijalima, dovela su do razvoja biosenzora. Od svih analiti¢kih
elektrokemijskih tehnika, amperometrija je najvise koristena tehnika. Ova tehnika
omogucava kronoamperometrijska mjerenja u protocnim sustavima (Proto¢no injekcijska
analiza; PIA) i mjerenja u elektrokemijskoj celiji bez protoka (Hidrodinamicka
amperometrija; HA) [16]. Elektrokemijski biosenzori kombiniraju prednosti elektrokemijskih
analitickih tehnika sa specificnos¢u procesa bioloskog “prepoznavanja”. Cilj je bioloski
proizvesti elektri¢ni signal koji je proporcionalan koncentraciji. U tu svrhu se biospecifi¢ni
reagens imobilizira na odgovarajucu elektrodu koja transformira proces bioloskog
prepoznavanja u kvantitativni amperometrijski ili potenciometrijski odziv. Takva
kombinacija elektroda-biokomponenta nudi novo snazno analiticko sredstvo. Primjena
moderne tehnologije dovela je do proizvodnje lako upotrebljivih, kompaktnih i jeftinih
biosenzora [16]. Znanja potrebna za razvoj biosenzora moraju se ujediniti kroz suradnju
mnogih podruc¢ja (multidisciplinarni pristup). Rezultati te suradnje u mnogim slucajevima ce

napraviti samo male pomake, ali sigurno je to da je to jedini put ka daljnjem razvoju [17].
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Razvoj elektrokemijskih biosenzora se odvija u razli¢itim pravcima. Opcenito Se mogu
razlikovati dvije vrste elektrokemijskih biosenzora ovisno o prirodi relacije bioloskih procesa
- biokataliticki sustav (enzimi, ¢elije ili tkiva kao imobilizirane biokomponente) te senzori na
bazi afiniteta (antitijela, membranski receptori ili nukleinske Kkiseline). Biosenzori kao
biokataliticki sustavi najcesce se temelje na oksidoreduktazama s obzirom da kataliziraju
konverziju intermedijera u produkte. Najces¢e upotrebljavani enzimi su oksidaze i

dehidrogenaze.

Sox Ered
oksidacija na
A elektrodi
Sred Eo e

X

Sox Erea Mo, €-
B oksidacija
na elektrodi
on Mred

o
Sred

S E M
o red ©: red oksidacija na
C a elektrodi
Sred on H202 Mox e
M
red redukcija na
b elektrodi
H,O M,

e-

Slika 7 - Mogu¢nosti uporabe redoks enzimskih reakcija za kemijske biosenzore
(oksidacija supstrata) u amperometrijskom odredivanju. (S - supstrat, M - medijator, E
- enzim; indeks ox oznacava oksidiranu formu, a indeks red reduciranu formu). A -
sustav direktne elektrokemijske oksidacije reduciranog enzima bez posrednika; B -
direktno posredovanje sa M u ulozi elektron akceptora; C - odredivanje vodikovog

peroksida koji moze biti reducirajuci (a) i oksidirajuci (b) spoj, posredovanjem M.

Sve oksidaze ovise o kofaktoru koji je snazno vezan unutar enzimske strukture. Struktura
redoks kofaktora je tipa FAD [18]. Strukture kofaktora za sve enzime jos nisu potpuno
objasnjene. Ovi enzimi takoder mogu sadrzavati ione metala cija je funkcija jos uvijek
nejasna (npr. Fe ili Mo). Sve oksidaze trose molekularni kisik kao oksidiraju¢u molekulu u
katalitickom ciklusu. Ovisno o moc¢i enzima da Kkatalizira prijenos dva ili cetiri elektrona
molekularnom Kkisiku, nastaje ili vodikov peroksid ili voda (Slika 8) [19]. Zbog velike
oksidacijske moc¢i molekularnog kisika, sve reakcije katalizirane oksidazama smatraju se

ireverzibilnima ukoliko se odvijaju uz djelovanje ovog prirodnog elektron akceptora.
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S E. H,0, ili H,0

S E 0,

re (0]
Slika 8 - Reakcijske sekvence za oksidacijsku reakciju kataliziranu oksidazom uz potrosnju

molekularnog kisika kao elektron-proton akceptora.

Na bazi reakcijske sheme na Slici 7 moze se izvrsiti klasifikacija u tri grupe za slucaj

oksidacije supstrata na povrsini biosenzora.

1.3. Odredivanje peroksida elektrokemijskim biosenzorima

Biosenzor je analiticki uredaj koji kombinira bioloske elemente/molekule s pretvornicima za
mjerenje koncentracije analita. On pretvara bioloski signal u elektri¢ne signale. Biosenzor
mora biti selektivan, precizan i neovisan o interferirajuéim vrstama. Biosenzori se mogu
razvrstati u enzimske i neenzimske biosenzore prema sastavu elementa bio-prepoznavanja
[20].

1.3.1. Potenciometrijski H,O, biosenzori

Potenciometrijski biosenzori mjere elektri¢ni potencijal elektrode pri otvorenom strujnom
krugu, $to ¢ini razliku u potencijalu izmedu radne i standardne elektrode. Ovi biosenzori
temelje se na ionsko-selektivnim elektrodama za otkrivanje ciljanih iona tijekom bioloskih
reakcija. U potenciometrijskim biosenzorima, enzim je imobiliziran na povrsini elektrode, a

promjena koncentracije kosupstrata predstavlja analiticki signal [21].

1.3.2. Amperometrijski H,O, biosenzori

Amperometrijski biosenzori temelje se na generiranju struje pri stalnom potencijalu izmedu
dvije elektrode. Poput potenciometrijskih biosenzora, amperometrijski biosenzori takoder su

pokazali analiticke parametre kao $to su vrijeme odziva, linearni rasponi, selektivnost i
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osjetljivost. Konvencionalni amperometrijski biosenzori temelje se na Clarkovoj kisikovoj
elektrodi. Celija sadrzi Pt katodu i Ag/AgCl protu/referentu elektrodu. Redukcija O, se odvija
na Pt katodi. Struja redukcije kisika na Pt katodi je obrnuto proporcionalna koncentraciji
glukoze u uzorku. Kao elektrolit koristi se otopina KCI, a platinska katoda je odvojena od
otopine KCI polupropusnom membranom za Kisik (azbestni polimerni keramicki matrijal).
Stupanj elektrokemijske redukcije kisika ovisi 0 njegovom difuzijskom kapacitetu ka radnoj
elektrodi (Pt elektrodi) [22].

1.3.2.1. Prva generacija H,O; biosenzora

Ova generacija biosenzora zasnivala se na odredivanju koncentracije Kisika na Clarkovoj
elektrodi. Amperometrijski senzor za odredivanje kisika je prilagoden na nadin da mu je
povrsina modificirana s enzimskim slojem (koji sadrzi GOD). Koncentracija odredivanog

kisika je obrnuta proporcionalna koncentraciji glukoze u uzorku.

1.3.2.2. Druga generacija H,O; biosenzora

Osijetljivi amperometrijski biosenzor na bazi hren preoksidaze (HRP), razvijen je pomocu
talozenja nanocCestica zlata (AuNP-a) na trodimenzionalnu (3D) poroznu karboniziranu
membranu (CESM). Zbog sinergijskih u¢inaka jedinstvenog poroznog sastava ugljika i dobro
rasporedenih AuNPs, enzimom modificirana elektroda pokazala je izvrsno elektrokemijsko
redukcijsko ponaSanje. HRP-AuNPs-CESM-GC elektroda pokazala je dobru to¢nost i visoku
osjetljivost s linearnim rasponom od 10-2700 pmoldm > H,0, i granicom odredivanja (LOD)
od 3 umoldm2 H,0; [23] .

Jednostavan i jeftin H,O, biosenzor razvijen je koristenjem Yucca filamentosa u kombinaciji
s O, senzorom. Biosenzor je pokazao linearno podrucje od 85 umoldm ™ do 3750 pmoldm™,
H,0, s granicom odredivanja od 15,1 pmoldm 2 i ponovljivoséu (1,024%, n = 10). Uspjesno

je primijenjen za odredivanje koncentracije H,O, u nekim komercijalnim uzorcima [24].
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1.3.2.3. Treca generacija H,O, biosenzora

Biosenzori na bazi elektroda nacinjenih od nanomaterijala dalje su Klasificirani kao
biosenzori na osnovi membrane i elektroda. Biosenzori na osnovi elektrodnog sastava mogu

se razvrstati temeljem nanomaterijala koji se koriste u njihovoj sintezi:

e  Elektronski reducirani grafenski oksid (ERGO) / GCE jednostavan je neenzimski
H,0, senzor. Razvijen je pomocu elektrokemijski reduciranog grafenskog oksida (ERGO) -
modificirane GC elektrode. Modificirana GC elektroda karakterizirana je FTIR-om, UV-
vidljivim spektrom, skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) i mikroskopom atomske
sile (AFM). Ciklicka voltametrijska analiza (CV) otkrila je da ERGO / GCE imaju naglasena
kataliticka svojstva za prijenos naboja za standardne redoks sustave i pokazuju izvrsnu
ucinkovitost prema elektro redukciji HO,. Amperometrijsko istrazivanje pomocu ERGO /
GCE pokazalo je visoku osjetljivost (0,3 pA/umoldm ) i brzi odziv nakon dodavanja H,0,
pri primijenjenom potencijalu od -0,25 V vs Ag/AgCl. LOD je bio 0,7 pmoldm™ , a vrijeme
postizanja stabilne struje stacionarnog stanja bilo je <3 s za linearni raspon koncentracije
H,0, (1-16 pmoldm®). Osim toga, modificirana GC elektroda ima dugotrajnu stabilnost
[25].

e Dijamantna elektroda dopirana borom (BDDE), modificirana s kobaltovim
ftalacijaninom (CoPc-BDD) koristi se za osjetljivo odredivanje H,0,. Istrazeno je
elektrokemijsko odredivanje vodikovog peroksida kod modificirane elektrode. Ciklicka
voltametrija otkrila je da CoPc-BDD elektroda ima kataliticku aktivnost za elektrokemijsku
oksidaciju HyO,. Koriste¢i analizu s injektiranjem u protok-proto¢na injekcijska analiza
(FIA-EC), CoPc-BDD clektroda pokazuje slijedece analiticke parametre: linearno podrudje:
10 nmoldm=-10 pmoldm™3, LOD: 10 nmoldm™, radni potencijal: - 0,6 \ [26].

e Hb [pluron P123-nanografen trombocit (NGP)] elektroda je amperometrijski H,0,
biosenzor, proizveden imobilizacijom Hb na pluronskom P123 nanografenskom trombocitu
(NGP). Biosenzor je pokazao linearni odgovor na H,O, u rasponu od 10-150 pmoldm™ i
LOD od 8,24 pmoldm 2 pri 0,20 V, pH 7,0 i 25 °C.

e Hemoglobin (Hb) — kolagen modificirana elektroda s trodimenzionalnom
konfiguracijom proizvedena je elektrorotirajucom metodom. Izravni prijenos elektrona
imobiliziranog Hb u kolagen bio je uvelike olak§an. Amperometrijski odgovor biosenzora
varirao je linearno s koncentracijom H,O, u rasponu od 5 x 10° moldm™ do 30 x 10°
moldm 3, s LOD od 0,37 x 10 ® moldm3[27].
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e DNA / Hb/ Au biosenzor H,0, konstruiran je imobilizacijom DNA i Hb na povrsinu
Au elektrode, sloj po sloj. Senzor koji se temelji na reakciji Zzeljezovih kationa u prijenosu
Hb pokazao je dobar elektrokataliticki odgovor na redukciju H,O,. Ovaj senzor ima izvrstan
elektrokemijski odgovor za niske koncentracije H,O; s visokom osjetljivoscu, selektivnoscu
te kratkim vremenom odziva. U idealnim uvjetima (potencijal 0,75 i pH 5,0), linearnost za
odredivanje H,0, bila je 10-120 umoldm s LOD od 0,4 pmoldm 2 [28].

e Grafen s nanocesticama platine (GPtNPs) jednostavna je i vrlo osjetljiva platforma,
razvijena za sintezu razgranatih Pt nanostruktura na grafenu. Ovakav grafen koriSten je za
poveéanje performansi platinastih nanostruktura (PtN) u elektrokemijskim senzorima /
biosenzorima. Modulirana elektroda PtNs (GPtNs), podrzana na grafenu, u¢inkovito oksidira
H,0, pri nizem potencijalu u neutralnom fosfatnom puferu bez upotrebe enzima ili redoks
posrednika. GPtNs elektroda pokazala je visoku osjetljivost 811,26 pA/moldm 2 i linearni
raspon, 0-0,32 mmoldm 2, s vrlo niskim LOD (1 nmoldm) za H,0. na potencijalu 0,45 V i
pH 7,0. Senzor je pokazao dugotrajnu stabilnost i reproducibilnost [29].
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Priprava elektrodnog materijala

Tijekom mjerenja koriStena je nemodificirana elektroda od ugljikove paste (nCPE) i

modificirana elektroda s 5% MnO, (mCPE). Za pripravu elektrodnog materijala za nCPE

koriSteno je 1 g grafita i 400 pL parafinskog ulja, dok je za pripravu mCPE koriSteno 0,95 g

grafita i 0,05 g MnO, uz dodatak 400 pL parafinskog ulja. Smjesa prahova je prethodno

homogenizirana i u nju se dodavalo parafinsko ulje do zadovoljavajuce konzistencije. Pasta je

homogenizirana u tarioniku. Ovako pripremljenu pastu smo prenijeli u odgovarajuce tijelo od

injekcije

Povrsina elektrode iznosila je 0,2 cm?, a prije svakog mjerenja nanovo se skidao povrsinski

sloj radi reproducibilnosti.

2.2. Priprava otopina

Za pripravu otopina koje su bile potrebne za eksperiment koristene su sljedece kemikalije:

Tablica 1 - Kemikalije koriStene za pripravu eksperimentalnih otopina

kemikalija

molekulska formula

dobavljaé

natrijev hidrogenfosfat
kalijev nitrat

natrijev acetat
amonijev klorid
boraks

amonijak

fosforna kiselina
octena kiselina

vodikov peroksid

Na,HPO,
KNO;
CH3COONa
NH,4CI
Na,B;0; x 10H,0
NH;
H3PO4
CH3;COOH
H20;

p.a.
p.a.
p.a.
p.a.
p.a.
p.a.
p.a.
p.a.
p.a.

"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb
"Kemika", Zagreb

2.2.1. Priprava otopine vodikovog peroksida razli¢itih koncentracija

Otopina vodikovog peroksida, koncentracije 0,1 moldm™3, pripravljena je otapanjem 0,373 g

tj. 335 pL vodikovog peroksida (H,O;), u deioniziranoj vodi razrjedenjem na konacni
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volumen od 30 cm?®. Za pripravu 0,01 moldm uzeto je 3 cm® prethodno napravljene (0,1
moldm®) otopine vodikovog peroksida te razrijedeno na volumen od 30 cm®, a zatim je 3

cm? te otopine iskoristeno za pripravu 0,001 mol dm™>.

Ovako priredene otopine koristene su u elektrokemijskim mjerenjima i to na nacin da se od
svake dodavao odredeni volumen u éeliju s 100 cm® osnovnog elektrolita, za postizanje
konacéne koncentracije (Tablica 2).

Tablica 2 —Koncentracije vodikovog peroksida koje su kori$tene pri mjerenju

¢(H,0,) — koristena za ¢(H.0,) — dodavana u
pripravu / moldm™ V(H202)s05 éeliju / moldm™
0,001 50 pL 5x 10
0,01 50 pL 5x10°
0,1 50 pL 5x10°
0,1 500 pL 5x 107
0,1 5000 pL 5x10°

Prilikom svakog novog mjerenja pripremljena je uvijek nova otopina H,O,.

2.2.2. Priprava otopine kalijevog nitrata - KNO;

101,075 g kalijevog nitrata otopljeno je u deioniziranoj vodi razrjedenjem na konac¢ni
volumen od 2 dm?® Koncentracija ove otopine je bila 0,5 moldm™. Iz ove otopine
pripravljena je 0,1 moldm™ otopina kalijevog nitrata, koristenjem 18 cm® otopine KNO3

koncentracije 0,5 moldm™® koja je razrijedena do konagnog volumena od 90 cm®.
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2.2.3. Priprava otopine natrijevog acetata - CH;COONa

Otopina natrijevog acetata pripravljena je otapanjem 2,05 g CH3;COONa u deioniziranoj vodi
razrjedenjem na kona¢ni volumen od 0,25 dm®. Koncentracija ove otopine je 0,1 moldm3
{c(CH3;COONa) = 0,1 moldm3}.

2.2.4. Priprava otopine acetatnog pufera; pH 4

Dodavanjem koncentrirane otopine CHsCOOH u otopinu CH3COONa (¢ = 0,1 moldm™)
prilagodava se pH do Zeljene vrijednosti (pH = 4). Ovo dodavanje se vr$i uz stalno pracenje

pH vrijednosti pH-metrom.

2.2.5. Priprava otopine natrijevog hidrogenfosfata - Na,HPO,

3,548 g natrijevog hidrogenfosfata otopljeno je u deioniziranoj vodi razrjedenjem na konacni
volume od 0,25 dm®. Koncentracija ove otopine bila je 0,1 moldm™ {c(Na;HPO4) = 0,1

moldm}.

2.2.6. Priprava otopine fosfatnog pufera; pH 7

Dodavanjem koncentrirane otopine HsPO, u otopinu Na;HPO, (¢ = 0,1 moldm™®) prilagodava
se pH do zZeljene vrijednosti (pH = 7). Ovo dodavanje se vr$i uz stalno pracenje pH

vrijednosti pH-metrom.

2.2.7. Priprava otopine amonijevog klorida - NH,CI

Otopina amonijevog klorida pripravljena je otapanje 1,56 g NH4Cl u deioniziranoj vodi
razrjedenjem na konaéni volumen od 0,25 dm®. Koncentracija ove otopine bila je 0,1 moldm™
% {c(NH.4CI) = 0,1 moldm}.
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2.2.8. Priprava otopine amonija¢nog pufera; pH 9

Dodavanjem koncentrirane otopine NH3 u otopinu NH4CI (¢ = 0,1 moldm™®) prilagodava se
pH do Zeljene vrijednosti (pH = 9). Ovo dodavanje se vrsi uz stalno pracenje pH vrijednosti

pH-metrom.

2.2.9. Priprava otopine boratnog pufera; pH 9

Boratni pufer je pripravljen otapanjem 9,5 g boraksa (Na;B,O; x 10H,0) u 0,25 dm?

deionizirane vode. Pripravljeni pufer je bio koncentracije 0,1 moldm s pH 9.

2.2.10. Priprava elektrolitne otopine

Elektrolitna otopina se sastojala od 90 cm® 0,1 moldm KNO; i 10 cm® odgovarajuéeg

pufera.

2.3. Aparatura

Koristena je elektrokemijska celija sa Ag/AgCl kao referentnom, platinskom ploc¢icom kao

protuelektrodom te elektrode gradene od ugljikove paste kao radne elektrode.

Sva elektrokemijska mjerenja su izvrSena s potenciostatom (Autolab PGSTAT 302N)
spojenim na osobno racunalo (PC), a kojim se upravlja pomo¢u GPES 4.9 Softwarea (Eco

Chemie).

20



3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Elektrokemijsko ponasanje nCPE

Sva mjerenja su radena na sobnoj temperaturi. Prva ispitivanja bila su usmjerena na
odredivanje radnog podruc¢ja nemodificirane elektrode od ugljikove paste (nCPE). U tu svrhu
snimani su ciklicki voltamogrami (CV) od potencijala otvorenog strujnog kruga (OCP) ka
katodnim i anodnim potencijalima. Snimljeni CV su prikazani na Slici 9. Vidljivo je da pri
potencijalima ve¢im od +0,8 V dolazi do anodnog izlucivanja kisika (reakcija 2), odnosno pri
katodnim potencijalima od —0,4 V do katodnog izlu¢ivanja vodika (reakcija 3). U skladu s
dobivenim rezultatima za radno podrucje elektroda temeljenih na ugljikovoj pasti odabrano je

podrucje od —0,3 do +0,7 V.
2H,0 — 0,+4e  +4H" (2)

2H* +2e~ - H, (3)

300x106 1
200x106
Ry
IS
(8]
f 100x10¢ -
o —— do 0,2V
—— do 04V
—— do 0,8V
—— dolV
-100x106 T T T T T T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
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200.0x10

-200.0x10°¢ ~

-400.0x106 ~

i/Acm?

-600.0x10°6

-800.0x10¢

-1.0x10°3

-1.2x103 T T T T T T T 1
-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

E/V

Slika 9 — Utjecaj anodne (a) i katodne (b) granice na CV nCPE u 0,1 moldm 2 KNOs.

40x10°6
20x10° -
o
€ 0 A
o
<
-20x10
-40x10° - u KNO,
—— u KNO,+acetatni pufer
-60x106 T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 02 04 06 038

E/V

Slika 10 — Utjecaj acetatnog pufera (pH 4) na CV nCPE.

Na Slici 10 prikazan je CV nCPE u odabranom podrucju potencijala u prisutnosti acetatnog
pufera. Iz CV je vidljivo povecanje osnovne struje u odnosu na CV koji je snimljen u KNO3
Sto odgovara promjeni ionske jakosti. Nadalje, izraZenija je reakcija katodnog izlu¢ivanja
vodika $to je u skladu s pH vrijednos¢u otopine.
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20x106

-20x10¢ A

i/Acm?

KNGO, + acetatni pufer
—— KNO, + acetatni pufer + H,0, (10°)
60x10° —— KNO, + acetatni pufer + H,0, (107
——— KNO, + acetatni pufer + H,0, (10°)

-40x106 +

-80x10¢ T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/V

Slika 11 — Utjecaj dodatka vodikovog peroksida (moldm™) na CV nCPE pri pH 4.

Moguca kataliticka svojstva nCPE naspram elektrokemijske oksidacije ili redukcije
vodikovog peroksida u kiselom mediju, u datom podru¢ju potencijala, ispitivana su
snimanjem CV u prisutnosti razli¢itih koncentracija peroksida. Snimljeni CV prikazani su na
Slici 11. Iz CV vidljive su nesto izraZenije katodne struje pri koncentraciji peroksida 10
moldm 3, vjerojatno kao posljedica katodne redukcije peroksida. Prema tome znacajnije

promjene CV s dodatkom vodikovog peroksida nisu uocene.

H,0, + 2e” + 2H* - 2H,0 ()
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-30x106 .
—— KNO, + fosfatni pufer
-40x106 T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/V

Slika 12 — Utjecaj fosfatnog pufera (pH 7) na CV nCPE.

Na Slici 13 prikazan je CV nCPE u odabranom podrucju potencijala u prisutnosti fosfatnog

pufera. Iz CV nisu vidljive znacajnije promjene s dodatkom fosfatnog pufera.

20x10°6
10x106
0 -
g -10x106
<
T 20x10% 1 i
KNO, + fosfatni pufer
-30x10 ——— KNO; + fosfatni pufer + H,0, (10°°)
——— KNO; + fosfatni pufer + H,0, (10™)
-40x10° 1 —— KNO, + fosfatni pufer + H,0, (10°%)
-50x10% T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/V

Slika 13 — Utjecaj dodatka vodikovog peroksida (moldm™) na CV nCPE pri pH 7.
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Moguca kataliticka svojstva nCPE naspram elektrokemijske oksidacije ili redukcije
vodikovog peroksida u neutralnom mediju, u datom podruc¢ju potencijala, ispitivana su
snimanjem CV u prisutnosti razli¢itih koncentracija peroksida. Snimljeni CV prikazani su na
Slici 13. Iz CV vidljive su nesto izrazenije katodne struje pri koncentraciji peroksida 107
moldm 3, vjerojatno kao posljedica katodne redukcije peroksida. U odnosu na CV pri istim
koncentracijama vodikovog peroksida pri pH 4, katodne struje neSto su manje, $to je i u
skladu s reakcijom 4. Prema tome znacajnije promjene CV s dodatkom vodikovog peroksida

nisu uocene.

40x106 ~

20x10¢ -
O -
o
£
o
< 2010 -
-40x106 KNO3
—— KNO, + amonijacni pufer
-60x10° —— KNO, + boratni pufer
-80x10¢ T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/V

Slika 14 — Utjecaj boratnog (pH 9) i amonija¢nog (pH 9) pufera na CV nCPE.

Utjecaj vrste pufera pri pH 9 na CV snimljene na nCPE prikazani su na Slici 14. 1z CV
vidljive su znatno vece osnovne struje u slucaju kada je kao pufer koriStena amonijacna
otopina. U skladu s dobivenim rezultatima zbog manjih osnovnih struja mjerenja pri pH 9

radena su s boratnim puferom.
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10x106 A

i/Acm?

-20x10¢ -

-30x106 -

-40x10%

-10x106 -

—— KNOg + boratni pufer

—— KNOg + boratni pufer + H,0, (10°)
—— KNOg + boratni pufer + H,0, (107
—— KNOg + boratni pufer + H,0, (107)

0.4

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/V

Slika 15 — Utjecaj dodatka vodikovog peroksida (moldm ) na CV nCPE pri pH 9.

Moguca Kkataliticka svojstva nCPE naspram elektrokemijske oksidacije ili redukcije

vodikovog peroksida u luznatom mediju, u datom podrucju potencijala, ispitivana su

snimanjem CV u prisutnosti razli¢itih koncentracija peroksida. Snimljeni CV prikazani su na

Slici 15. Iz CV vidljive su nesto izraZenije katodne struje pri koncentraciji peroksida 10~

moldm 3, vjerojatno kao posljedica katodne redukcije peroksida. U odnosu na CV pri istim

koncentracijama vodikovog peroksida pri pH 4 i pH 7, katodne struje jo$ su neSto manje, sto

je i u skladu s reakcijom 4. Prema tome znacajnije promjene CV s dodatkom vodikovog

peroksida nisu uocene.
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3.2.Elektrokemijsko ponasanje mCPE

200x10 -

100x106 ~

0 .

-100x10¢

-200x10¢

i/Acm?

-300%x10¢ A

-400x10°¢ A

-500%x10¢ +

-600x106

—— KNO, (1 cikus)
—— KNO, (3 ciklusa)
—— KNO; (10 ciklusa)

-0.4

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/V

Slika 16 — Utjecaj broja ciklusa na CV za elektrodu modificiranu s 5% MnO, (mCPE) u 0,1
moldm= KNOs.

Radi uvida u moguce elektrokemijske reakcije MnO,, snimljeni su CV elektrode modificirane

s 5% MnO; s razlicitim brojem ciklusa. Na Slici 16 nije vidljiv utjecaj broja ciklusa na CV

mCPE.

400x10¢ ~

200x106

-200x10°6 -

i/Acm?

-400x10°6 -

-600x106 o

-800x106 -

—— KNGO, (10 ciklusa)
—— KNO;, + acetatni pufer

-1x103
-0.4

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/V

Slika 17 — Utjecaj acetatnog pufera (pH 4) na CV mCPE.
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Na Slici 17 prikazan je CV mCPE u odabranom podrucju potencijala u prisutnosti acetatnog

pufera. Iz CV je vidljivo povecanje osnovne struje u odnosu na CV snimljen u KNOs,

zajedno s

vrijednoscu otopine i mozebitnog elektrokatalitickog djelovanja MnO; na reakciju 3.

600x106 -

400x106

200x106

O -

i/Acm?

-200x10-6

-400x106

-600x106

-800x106

—— KNO, + acetatni pufer

—— KNO, + acetatni pufer + H,0, (107)
—— KNO, + acetatni pufer + H,0, (10°)
—— KNO, + acetatni pufer + H,0, (10°)

-1x103
-0.4

-0.2

0.0

0.2

E/V

0.4 0.6 0.8

Slika 18 — Utjecaj dodatka vodikovog peroksida (moldm ™) na CV mCPE pri pH 4.

izrazenijom reakcijom katodnog izlucivanja vodika $to je u skladu s pH

Moguc¢a kataliticka svojstva mCPE naspram elektrokemijske oksidacije ili redukcije

vodikovog peroksida u kiselom mediju, u datom podrucju potencijala, ispitivana su

snimanjem CV u prisutnosti razli¢itih koncentracija peroksida. Snimljeni CV prikazani su na

Slici 18. 1z CV vidljive su nesto manje katodne struje pri dodatku peroksida, vjerojatno kao

posljedica slabije katodne redukcije vodika na povrSini modificirane elektrode zbog

prisutnosti vodikovog peroksida i uloge vodikovih kationa kod njegove redukcije. Prema

tome znacajnije promjene CV s dodatkom vodikovog peroksida nisu uocene.
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Slika 19 — Utjecaj fosfatnog pufera (pH 7) na CV mCPE.

Na Slici 20 prikazan je CV mCPE u odabranom podrucju potencijala u prisutnosti fosfatnog
pufera. Iz CV nisu vidljive znacajnije promjene s dodatkom fosfatnog pufera, osim nesto

vecih osnovnih struja u anodnom podrucju potencijala.

400x10%
300x10° -
200x10¢ -
‘-“E 100x10°6
o
< 0
-100x10°¢ KNO, + fosfatni pufer
. -7
200X10°6 - —— KNGO, + fosfatni pufer + H,0, (10™)
—— KNO, + fosfatni pufer + H,0, (10°)
30007 1 —— KNO, + fosfatni pufer + H,0, (10°°)
-400x10% T T T T T 1
-0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/V
Slika 20 — Utjecaj dodatka vodikovog peroksida (moldm>) na CV mCPE pri pH 7.
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Moguca kataliticka svojstva mCPE naspram elektrokemijske oksidacije ili redukcije
vodikovog peroksida u neutralnom mediju, u datom podruc¢ju potencijala, ispitivana su
snimanjem CV u prisutnosti razli¢itih koncentracija peroksida. Snimljeni CV prikazani su na
Slici 20. Iz CV vidljiva je nesto izraZenija anodna struja pri koncentraciji peroksida 107
moldm™, vjerojatno kao posljedica anodne oksidacije peroksida. U odnosu na CV pri istim
koncentracijama vodikovog peroksida pri pH 4, katodne struje neSto su manje, §to je i u

skladu s reakcijom 5.

H,0, + 20H" > 0, + 2e” + 2H,0 (5)

300x10¢
200x10¢
100x10¢ -

0 .

-100x10-6 o

i/Acm?

-200x106

-300x106
—— KNO, (10 ciklusa)

-400x10°% - —— KNO, + boratni pufer

-500x10-6 T T T T T 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/V

Slika 21 - Utjecaj boratnog pufera (pH 9) na CV mCPE.

Na Slici 21 prikazan je CV mCPE u odabranom podrucju potencijala u prisutnosti boratnog
pufera. Iz CV nisu vidljive znacajnije promjene s dodatkom boratnog pufera, osim nesto

vecih osnovnih struja u mjernom podrucju potencijala.
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Slika 22 — Utjecaj dodatka vodikovog peroksida (moldm ) na CV mCPE pri pH 9.

Utjecaj dodatka vodikovog peroksida na CV pri pH 9 za elektrodu mCPE je prikazan na Slici
22. Vidljivo je da do koncentracija peroksida 10> moldm™ ova elektroda ne pokazuje
elektrokataliticka svojstva. Za koncentracije veée od 10~ moldm™ dolazi do pojave
ireverzibilne oksidacije peroksida. Pojava ovog pika na +0,4 V je u skladu s jednadzbom 5 u

luznatom mediju. 1z CV nije vidljiv katodni pik.

U skladu s uocenim rezultatima, moze se zakljuciti da je moguce ovako modificiranu
elektrodu Koristiti kao pretvornik za neke enzimske reakcije u kojima sudjeluje vodikov
peroksid, bilo kao reaktant ili produkt te reakcije. Kao jedan od primjera koriStenja MnO; kao
pretvornika u takvim reakcijama moze se navesti razvoj biosenzora za odredivanje glukoze u

krvi [30].
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Slika 23 — Reakcijski mehanizam glukoze na elektrodi modificiranoj s MnO,/GOD bazirane

na heterogenom uglji¢nom materijalu.

U navedenom istrazivanju optimalni maseni udio modifikatora je bio izmedu 3,8 i 5 %.
Autori su uporabili tehniku printanja senzora uporabom modificirane ugljikove paste na
keramic¢ku podlogu. Na navedeni sloj modificirane ugljikove paste je izliven enzim glukoza
oksidaza (GOD) prethodno otopljen u polimeru Nafion®. Ovako pripravljen biosenzor je bio

koriSten za odredivanje glukoze u hidrodinamickim uvjetima pri konstantnom potencijalu od

0,48 V prema Ag/AgCl elektrodi.

Current [pA]

0 200 400 600 800

Time [sec]

Slika 24 — Hidrodinamicki amperogram glukoze na elektrodi modificiranoj s MnO,/GOD pri:
radnom potencijalu od 0,48 V prema Ag/AgCl u fosfatnom puferu pH 7.4 (0,1 moldm™3);
strijelice predstavljaju dodatak 250 pgem™ glukoze [30].
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. ZAKLJUCAK

. Nikakve znacajnije elektrokemijske promjene se nisu uocile za nemodificiranu
elektrodu pri razlic¢itim pH vrijednostima dodatkom vodikovog peroksida.

. Modificirana elektroda (s 5% MnQO,) je pokazala oksidacijski pik pri pH 9 u boratnom
puferu kod dodane koncentracije vodikovog peroksida od 10 moldm™.

. Ova pojava je vezana za oksidaciju Mn,O3/MnO u MnO,, koji je prethodno kemijski
reduciran u reakciji s dodanim vodikovim peroksidom.

. Ova reakcija je potvrda ovog tipa modifikacije kao druge generacije biosenzora za

odredivanje bioloskih vrsta koje kao produkt imaju vodikov peroksid.
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