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Sazetak

Odredivanje konstante disocijacije samoformiranih monoslojeva kao i karakterizacija
modificirane elektrode provodilo se elektrokemijskom metodom ciklicke voltametrije.
Ispitivana su tri samoformirajuca sloja na Au elektrodi: mezo-2,3-dimerkaptojantarna
kiselina (DMSA), N-acetilcistein(NAC) i L-cistein (Cys). Svaki od spojeva u svojoj strukturi
sadrzi funkcionalne skupine koje ioniziraju u razli¢itim podruc¢jima pH. U tu svrhu

pripremljeni su Britton-Robinson puferi Sirokog spektra razli¢itih pH vrijednosti.

Prije svakog nanosSenja samoformirajuceg sloja, Au elektroda je tretirana mehanicki i
kemijski kako bi se postigla povrsina zrcalnog sjaja. Finalno je tretirana elektrokemijski u 0,1
M otopini HCIO,. Visestrukim provodenjem ciklicke voltametrije osigurano je uklanjanje tvari
koje bi mogle utjecati na kvalitetu sloja. Nakon Sto je Au elektroda ocis¢ena, slijedi njeno
mocenje u otopini spoja koji se ispituje, u trajanju od najmanje 24 sata. Radi odredivanja pK
testiranih spojeva provodilo se mjerenje ciklickom voltametrijom u otopini elektrolita koji
sadrzi Britton-Robinson pufere razlicitih pH vrijednosti uz dodatak 1 mM K4[Fe(CN)e]*3H,0 i
1 mM Ks[Fe(CN)g].

Poznavanjem teorijskih pK vrijednosti za svaki spoj, pomno se prati ponasSanjem
ciklickog voltamograma u ocekivanom podrucju pH. Pomicanjem pH u dovoljno bazi¢no
podrucje dolazi do promjena u strujnom odzivu na voltamogramu. Stavljanjem u ovisnost
izmjerene vrSne anodne struje za razli¢ite pH vrijednosti, jasno se uocava trend strujnog
odziva kao funkcija pH vrijednosti za sva tri spoja. Precizno odredivanje pK vrijednosti izvodi
se iz prve derivacije vrine struje po promjeni pH vrijednosti (3/p / dpH). 1z minimuma tako

dobivenih krivulja ocitava se pK vrijednost.

Klju€ne rijeci: ciklicka voltametrija, DMSA, NAC, Cys, samoformiraju¢i monosloj, pK

vrijednost, Britton-Robinson pufer



Summary

Determination of dissociation constant for self-assembled monolayers is performed
by cyclic voltammetry.In order to characterize modified electrode cyclic voltammetry was
also used. Three self-assembled monolayers were tested: meso-2,3-dimercaptosuccinic acid
(DMSA), N-acetylcysteine (NAC) and L-cysteine (Cys). Each of the compounds contains
functional groups which undergo ionization in solution of different pH and therefore enable
the determination of pK values of tested compounds. For this purpose Britton-Robinson
buffers wide pH containing 0,04 M CH3COOH (iced), 0,04 M H3BO3; and 0,04 M H3PQ,, (w =
85 %) were made. The solution were adjusted to the desired pH by additions of 0,2 M
NaOH.

Before each application of self-assembled monolayer, Au electrode was cleaned in
0,1 M HCIO, solution, electrochemically by cyclic voltammetry, to reassure the removal of
substances that could affect the quality of the layer. After cleaning the electrode was
wettingin the solution of tested compounds at least for 24 hours. Determination of pK
was performed bycyclic voltammetry in the solution composed of 8 mL Britton-Robinson

buffer, 1 mL K4[Fe(CN)g]*3H,0 and 1 mL Ks[Fe(CN)g].

Dependence between obtained anodic peak current vs. pH showed noticeable trend
of current response with an increase in pH. Accurate determination of pK values was done
by using the first derivative from which the minimum corresponds to pK value of self-

assembled monolayer.

Key words: cyclic voltammetry, DMSA, NAC, Cys, self-assembled monolayer, pK value,

Britton-Robinson buffer
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1. UvVOoD

Prve spoznaje o samoformiraju¢im monoslojevima potjecu iz 1940-ih godina kada se
uocCava da uranjanjem platinaste ploCice u otopinu odgovaraju¢ih molekula povrsina te
plo¢ice mijenja svojstva i postaje hidrofobna kao posljedica vezanja hidrofobnih molekula.
Do danas su poznati mnogi primjeri takvih interakcija izmedu povrsine i povrsinski aktivnih
tvari, a jedni od najistrazivanijih su tiolni samoformiraju¢i monoslojevi na povrsini zlata,
zatim monoslojevi alkil triklorsilana na hidoksiliranoj povrsini, masne kiseline na povrsinama

metalnih oksida te alkil fosfonati na cirkonijum.

Ovaj rad bavi se samoformirajuéim monoslojevima kratkolancanih alkil tiola na
povrsini zlata. Ti slojevi s ioniziraju¢im zavrSnim grupama utje¢u na svojstva povrsine. Stoga
je odredivanje pK vrijednosti vrlo vazno jer definira naboj povrsine kada je u ravnotezi s
otopinom odredenog pH. Koriste¢i otopinu s negativnim redoks parom [Fe(CN)¢]* /
[Fe(CN)e]*. Ciklitki voltamogrami pokazuje strujni odziv na kojem se uodavaju razlike u
nabijenosti povrsine kao posljedica promjene pH. Naime, elektrostatske interakcije odbijanja
ili privlacenja izmedu redoks para i nabijene povrSine rezultirat ¢e smanjenjem ili
povecdanjem anodne vrSne struje. Odredivanje povrSinske pK vrijednosti bazira se na

radovima J. Zhao i drugih [,



2. Opci dio

2.1.Kiseline i baze

Razumijevanje nacina na koji povrSina metala reagira s otopinom u koju je uronjena
omogucduje izradu povrsina s kontroliranim svojstvima. Kiselost i bazicnost otopine u koju je
uronjena metalna povrSina bitno utjeCu na povrSinske stukture i mijenjanju njihove
osobine.Stoga, promjenama pH vrijednosti otopina u kojima je metal uronjen moze se

mijenjati povrsinski naboj modificiranih metalnih povrsina.

2.1.1. Teorija kiselina i baza

Pocetno misljenje o kiselinama i bazama bilo je da je rije¢ o dvije kemijski oprecne
tvari te da se njihovom medusobnom reakcijom ponistavaju njihova svojstva. Zatim je
ustanovljeno da otopine kiselina i baza provode elektricnu struju pa su nazvane

elektrolitima®®.

Znacajan pomak u razumijevanju kiselina i baza postavlja Svedski kemicar Arrhenius
koji tvrdi da se jaki elektroliti u vodenim otopinama vec¢im dijelom nalaze u ioniziranom
obliku, a manje u molekulskom obliku. Kiseline je definirao kao molekule oblika HA koje u
vodi disociraju na vodikov ion H* i anion A". Naime, proton H" vrlo je nestabilan te kako bi se
stabilizirao u vodenoj otopini, veZze se na slobodni elektronski par vode i daje stabilan

hidronijev ion H30":

L1
® - ~
'I
H* HO

Slika 1. Stabilizacija H" iona u hidronijev ion H;0"




Stoga, je stvarna reakcija disocijacije kiseline u vodenoj otopini:
HA +H,0 &= H;0" +A (1)

Na temelju toga, Arrhenius takve spojeve koji disocijacijom u vodenim otopinama
daju hidronijev ion, H30" naziva kiselinama. Bazama, kao spojevima kemijski suprotnim
kiselinama naziva tvari koje u vodenim otopinama disocijacijom daju hidroksidni ion, OH".
Naime, ustanovio je da i voda vrlo slabo vodi elektri¢nu struju jer je slabo disocirana na
hidronijev i hidroksidni ion, a koncentracije tih iona su jednake (10”7 mol dm™) §to uzrokuje

neutralnost vode.

oo

Slika 2.: Disocijacija vode kao uzrok njene neutralnosti te potvrda suprotnosti kiselina i baza

Takvo nepotpuno objasnjenje kiselina i baza prosirili su Bronsted i Lowry svojom teorijom
protona prema kojoj je kiselina tvar koja daje proton (proton donor), a baza je tvar koja
prima proton (proton akceptor). Odatle slijedi da su kiseline sve molekulske vrste koje mogu

odvojiti proton:

HNO; —» H'+NO;3 (2)
NH," T2 H"+NH; (3)
HCO; —= H'+CO05" (4)

Kako su baze tvari koje mogu primiti proton, upravo one nastaju odvajanjem protona od
kiseline. Dakle, kiselina moZe donirati protone samo ako je prisutna baza koja ¢e taj proton
primiti. 1z toga proizlazi da svaka kiselina ima svoju konjugiranu bazu i obratno. Sto je kiselina

slabija, teZe otpusta proton pa je njena konjugirana baza jaca i obratno.

HA + H,0 —» A + Hs0' (5)

kiselinay baza, baza; kiselina,



B + H,0O <T—2BH' + OH (6)

baza; kiselina, kiselina; baza,

Dodatno objasnjenje kiselina i baza dao je G.N. Lewis postavivsi elektronsku teoriju.
Kiseline i baze karakterizira prema njihovom nacinu stvaranja veze. Kako kiselina otpusta
proton, ona je elektrofilna Cestica koja teZi primanju elektronskog para, dok baza koja veze

proton je nukleofilna ¢estica koja moze dati elektronski par.

A

|
H—ITI= +
H

I —W—I
T
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(7)

baza kiselina

Konacno, svaka kiselina interpretira se kao koordinacijski nezasi¢éena molekulska vrsta
koja zbog tog razloga ima sklonost vezati se s elektron donorom, tj. bazom. S obzirom na
takva svojstva, znaci da je svaki kation kiselina, a anion baza. Kiseli karakter kationa je jace
izrazen u sluéaju kada je njegov naboj visi, a radijus manji, dok je baza ja¢a Sto je anion vedi.
Postoje i slucajevi kada molekula ili ion mogu biti i kiselina i baza, npr. ion HSO4 koji

primanjem protona prelazi u H,SO4, a otpustanjem protona u S0.%.

2.1.2. Jakost kiselina i baza

Kiseline se mogu podijeliti na nekoliko razli¢itih nacina. Tako primjerice
govorimo o halogenovodi¢nim kiselinama ili o oksokiselinama kao kiselinama koje cesto
koristimo. Na jakost kiselina odnosno baza utjeceniz faktora. NajviSe spominjani faktori u
analizi kiselosti su: veli¢éina elemanta na koji je vezan vodikov atom, elektronegativnost,

naboj, rezonancija, hibridizacija, induktivni i stericki efekti 31,



1. Elektronegativnost
Za kovalentne spojeve bez kisika (pr. HCl, HF, HBr, H,S)
Primjer: klorovodi¢na kiselina, HCI (aq)

HCI (g) <—= HCl (aq) (8)

Koliko lako ¢e kiselina otpustati proton ovisi o jakosti veza koju Cini vodik s kisikom iz vode u

odnosno na jakosti veze vodika i elementa koji ini anion kiseline (konjugirane baze) :

HCI (aq) + H,0 (I) === H30" (aq) + CI" (aq) (9)

Sto je vecda polarnost H-A veze u kiselini, veza je jaéa i manje je sklonija kidanju i otpustanju
protona. Sto je H-A veza slabija, kiselina je jaca i lakse otpusta vodikov ion. Buduéi da
polarnost raste s elektronegativno$éu atoma, tamo gdje je najmanja razlika u
elektronegativnosti, veza H-A je najslabija, a kiselina najjaca. Stoga, u nizu halogenih kiselina
mozemo odrediti da kiselost raste u sljede¢em nizu s obzirom na razliku u elektronegativosti

elemenata u spoju:

HF < HCI < HBr < HI (10)
1,9 0,9 0,7 0,4 - razlika elektronegativnosti

Usporedujuci dvije kiseline u kojima su protoni koji se otpustaju vezani za dva razlicita
elementa u istom redu periodnog sustava, element veée elektronegativnosti je kiseliji jer je

elektronegativniji atom sposobniji primiti elektronski par u konjugiranoj bazi.
Stoga vrijedi porast kiselosti u nizu:
HF > H,0 > NH3>CH, (11)

Usporedujudi dvije baze u istom redu periodnog sustava, elektronegativniji atom tvori slabiju

bazu pa jakost baza pada u nizu: OH'<NH;, < CH5"
U slucaju dva atoma iste skupine, onaj koji je tezi tvori slabiju bazu pa vrijedi:

CH3S'<< OH (12)



2) Velicina
Uspredujudi dvije kiseline u kojima su protoni koji se otpustaju vezani za dva elementa u istoj
skupini periodnog sustava, tezi element je kiseliji nego laksi element. Stoga za kiseline s

halogenim elementom vrijedi porast kiselosti u nizu : HI >HCI >>HF

Takoder od fluora do joda raste veli¢ina halogenog elementa tako da je privlacna sila izmedu
jezgre halogenog elementa i elektrona u veznoj orbitali s vodikom sve slabija. Navedeni slijed
je suprotan onome koji daje utjecaj elektronegativnosti Sto ukazuje da na kiselost ne utjece

samo elektronegativnost, vec je bitan utjecaj veli¢ine atoma s kojeg se odvaja vodikov atom.
3) Naboj

U slucaju dviju kiselina s istim elementom, ona koja ima pozitivan naboj je kiselija od one
koja je neutralna. Stoga je amonijev ion (NH,") kiseliji od amonijaka(NHs). U odredivanju

kiselosti NH; i NH." treba biti oprezan jer se NH; moZe ponasati kao kiselina i kao baza.
4) Rezonancija

Opcenito je pravilo da Sto je viSe mogudih rezonantnih struktura konjugirane baze, to je
konjugirana kiselina kiselija. Vaznu ulogu u stabilizaciji rezonancijom ima prisutnost
karbonilnnih skupina —C=0. Stoga vrijedi da je : CH3CO,H znacajno kiseliji od CH3CH,OH. Dvije
karbonilne skupine jos vise pomazu kiselostipa je CH3COCH,COCH; kiselije od CH3COCHs.

5) Hibridizacija

Za bilo koji atom, kiselost raste u slijedu (sp>sp>>sp’) videg stupnja hibridizacije, tj. etin je
kiseliji od etena a ovaj je kiseliji od etana (etin > eten > etan). Navedeni slijed moze se
objasniti gubitkom protona H" te elektronski par koji je zaostao u konjugiranoj bazi ima nizu
energiju ako se nalazi u orbitali s ve€¢im udjelom s-karaktera buduéi da s-orbitale imaju nizu
energiju nego p-orbitale. Bududi da je najvedi udio s-orbitale u sp-hibridu (50%), a najmaniji u
sp>-hibridu (25%), iz toga proizlazi da je u slu¢aju sp-hibridizacije ostvarena najveca kiselost.

Dakle, sto je veci s-karakter vezne orbitale s elektronskim parom, to je atom manje bazican.



6) Induktivni efekti

Elektronegativne grupe blizu atoma s kojeg se otpusta proton Cine jacu kiselinu. Stoga vrijedi
da je CFsCH,OH kiseliji od CH3CH,OH. U ovom slucaju H-atom nije direktno vezan za

elektonegativni atom stoga velicna nema utjecaja, ve¢ samo elektronegativnost.
7) Stericki efekti

Spojevi s ve¢im volumenom su manje kiseli od spojeva s manjim volumenom. Bududi da se
kiselost mjeri u otopini, otapalo se ne moze tako dobro organizirati kako bi neutraliziralo

veliku konjugiranu bazu kao sto moZe neutralizirati malu konjugiranu bazu.

Jakost oksokiselina ovisi o jakosti H-A veze. Sto je veza slabija, kiselina je ja¢a. Dakle,
jakost veze ovisi o gustodi elektronskog oblaka oko kisikovog atoma na koji je vezan vodikov
atom. Gustoca elektronskog oblaka, a time i jakost H-A veze je manja Sto je centralni atom
molekule elektronegativniji. Uz porast elektronegativnosti srediSnjeg atoma, vezni elektroni
se raspodjeljuju izmedu kisika i srediSnjeg atoma. Ako je na srediSnji atom vezano vise
kisikovih atoma, privlacna sila izmedu njih i protona je podijeljena na sve kisikove atome. Iz
tog razloga O-H veza je slabija Sto je viSe kisikovih atoma u molekuli na kojima nije vezan

vodik[Z].Takojakost kiselina pada u nizu:HCIO4>H,S04>H3P0O4>H,CO3> H3BO;

2.1.3. Odredivanje kiselost kiselina i baza na temelju podatka o pK

Kiseline se po jacini dijele na: jake (pKy<0), umjereno jake (pKi = 0-2 ), slabe (pK= 2-
7) i vrlo slabe (pki>7)". Analogno vrijedi i za baze. Jake kiseline i baze u razrijedenim
vodenim otopinama potpuno su disocirane pa koncentracija HsO" ili OH odgovara
pripremljenoj koncentraciji kiseline ili baze. To znaci da se pH vrijednost moZze izracunati iz
koncentracije kiseline, odnosno, baze. Kod slabih kiselina ili baza u obzir se mora uzeti
stupanj disocijacije kiselina ili baza.

O jakostima kiselina i baza govori vrijednost konstante disocijacije koja ovisi o
ravnoteZnim aktivitetima komponenata.
Za reakciju:

HA + H,0 == H30" + A (13)



Konstanta disocijacije je:

Ka = (AT [H']) / [HA] (14)

U praksi se koristi logaritamska mjera konstante disocijacije:

PK; = -log10K; (15)

Kiselina ¢e biti jaca Sto je ravnoteza navedene reakcije viSe pomaknuta u desno, u smjeru
disociranja, a konstanta kiseline K, ve¢a, odnosno pK, manja. Analogno vrijedi i za baze.
Uobicajne mineralne kiseline poput HCl imaju pK oko -10, dok je pKa (H,0) =15, pKa(Hs3N) =
35, te pKa(CH4) = 50.

Davne 1916.godine, suradnjom Hendersona i Hasselbalcha predstavljena je jednadzba koja
je povezivala pH i pK s ravnoteZznim koncentracijama disociranog i nedisociranog oblika
kiseline!”. Nazvana je prema svojim autorima Henderson-Hassebalchovom jednadzbom,a

opisuje se izrazom 10.

pH = pK, + log ([AT/ [HA]) (16)

U mnogim eksperimentima odredivanje pK vrijednosti ostvaruje se mjerenjem odredene
fizikalne veliine (y-os) kao funkcije pH. Rezultat predstavlja karakteristicna sigmoidna

krivulja (slika 3.) iz koje se pK vrijednost moZe odrediti pronalazenjem tocke infleksije.



_/r-
0 5 10
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Slika 3.: Primjer sigmoidalne krivulje ovisnosti mjerene vrijednosti o pH. Tocka infleksije

odgovara vrijednosti pK.
Tocka infleksije opcenito odgovara mjestu gdje je stupanj disocijacije jednak, a=0,5,
(17)

pri Cemu je pH=pK. Stupanj disocijacije se definira kao:
a=[AT/([HA] +[A])



3. Metode odredivanja pK

Negativan logaritam konstante disocijacije, pK, kao svojstvo tvari jedan je od najvise
koriStenih parametara u modernoj kemiji. Opéenito su, pH i pK nuZni za razumijevanje
ponasanja kemijskih tvari Sto je i razlog razvoja velikog broja metoda za njihovo odredivanje.

U nastavku su prikazane neke od glavnih metoda za odredivanje pK vrijednosti.
3.1. Potenciometrija

Jednostavnost i niska cijena potenciometrijske titracije ucinila ju je jednom od najvise
rabljenih metoda za odredivanje pK vrijednosti. Temelji se na postupnom dodavanju
poznatog volumena reagensa otopini, a kao funkcija dodanog volumena reagensa, mjeri se

potencijal izmedu dvije elektrode, referentne i indikatorske elektrode.

Stavljanjem u ovisnost potencijala i volumena dodatka dobiva se sigmoidalna krivulja Cija

tocka infleksije daje ravnotezni potencijal.

Razvojem elektrokemijskih procesa, u uporabi se javlja staklena elektroda ¢ija je
primjena potpuno automatizirana a zbog svoje osjetljivosti na vodikove ione djeluje kao pH
elektroda. Staklena elektroda je u Sirokoj uporabi od sredine 20-tog stolje¢a. Otkriveno je
njeno odstupanja od teoretskog odziva pri visoj temperaturi i ekstremnijim pH
vrijednostima. Temperatura,stoga, ne samo da utje¢e na mjerenja, nego i na vrijednost pK
te je vazno da se titracija provodi pri konstantnoj temperaturi[4]. Precizno odedivanje pH iz
titracijske krivulje potpomognuto je razvojem raznih kompjuterskih programa koji
minimaliziraju vec¢inu mogucih pogresaka. Nedostatak potenciometrijske titracije je da
zahtjeva veliku koli¢inu uzorka za razliku od separacijskih metoda kao Sto su tekudinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) i kapilarna elektroforeza. Unato¢ tome, zbog
svoje jednostavnosti i relativno niskih troSkova s obzirom na ostale metode,
potenciometrijska titracija ¢e i dalje biti jedna od osnovnih metoda odredivanja pK za one

analite kojih ima u dovoljnoj kolicini.

10



3.2. Konduktometrija

Konduktometrija je metoda u kojoj se tocka ekvivalencije odreduje mjerenjem
promjena elektriéne vodljivosti. Provodnost nekog elektrolita ovisi o prirodi elektrolita i
koli¢ini iona koji prenose elektricnu struju stoga se mijenja s koncentracijom elektrolita.
Temelji se na pretpostavci da su jaki elektrolit u potpunosti disocirani neovisno o
koncentracijama dok ¢e slabi elektrolit biti u potpunosti disocirani pri beskonacnom

razrjedenju.

Mijereci provodnosti razliCitih elektrolita, Friedrich Kohlrausch dolazi do zakljucka da

postoje dva tipa ponasanja vodljivih tvari koje on dijeli na jake i slabe elektrolite™ (slika 4.).

Jaki elektroliti

— =

M

Slabi elektroliti

Slika 4.:0visnost provodnosti i drugog korijena koncentracije za slabi i jaki elektrolit

Iz prikaza ovisnosti provodnosti o drugom korijenu koncentracije, kod jakih elektrolita
vrijedi linearan odnos te se granic¢na provodnost moze odrediti linearnom ekstrapolacijom na

maksimalno razrjedenje. Iz toga proizlazi I. Kohlrauschov zakon za jake elektrolite:
A =Ao- bV (18)

Kod slabih elektrolita vidljivo je da provodnost s porastom koncentracije naglo pada i
u tom slu¢aju ne mozZe se primjeniti linearna ekstrapolacija za odredivanje granicne
provodnosti jer bi ekstrapolacijom takve krivulje bila ostvarena velika pogreska. Provodnost
slabih elektrolita svoju grani¢nu vrijednost ostvaruje pri znatno veéim razrjedenjima nego sto

je sluéaj za jake elektrolitel.

11



U drugoj polovici 19. stolje¢a Svante Arrhenius bavio se slabim elektrolitima te je

nesposobnost slabih elektrolita da u potpunosti disociraju opisao stupnjem disocijacije:
a=[A]/([HA] +[A] (19)

Kohlrausch ustanovljuje da je ukupna provodnost jednaka sumi nezavisnog doprinosa

svake ionske vrste prisutne u otopini elektrolita:
A=3 A (20)

Otkrio je da razlike u vrijednostima grani¢ne provodnosti za elektrolite koji sadrze zajednicki
ion ne ovise o zajednickom ionu veé o prirodi onog drugogls]. Dakle, pri beskona¢nom
razrjedenju provodnost nekog elektrolita jednaka je zbroju provodnosti pri beskonaé¢nom

razrjedenju iona koji Cine taj elektrolit iz cega proizlazi ll.Kohlrasuschov zakon:
A (0, KA) =X (0,K") +A (0, A) (21)

Taj zakon vrijedi i za jake i za slabe elektrolite te omogucdava odredivanje granicne

provodnosti za slabe elektrolite Sto ekstrapolacijom nije bilo moguce.

Konstanta disocijacije moze direktno biti odredena iz Ostwaldova zakona koji pokazuje da za
njeno odredivanje nije potrebna poznata pH vrijednost sto je pogodno za netekuce sustave u

kojima je odredivanje pH nepraktiéno[‘”.

K=2A%¢c/ (A°"(A°= 1)) (22)

Konduktometrijska metoda pruza relativno brzu i pouzdanu metodu za odredivanje pK te je
odlikuje visok stupanj preciznosti. Negativha strana metode je u tome S$to su

konduktometrijska mjerenja nespecifi¢na.
3.3. Kalorimetrija

Sve kalorimetrijske metode temelje se na mjerenju koliCine topline oslobodene pri
nekom fizikalnom ili kemijskom procesu. Za mjerenje pK vrijednosti koristi se metoda
izotermicke titracijske kalorimetrije ili skra¢eno ITC kod koje se u kalorimetru provodi kiselo-

baza titracija te se mjeri energija potrebna za odrzavanje konstantne temperature[4].
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Razvijena je i srodna tehnika za direktno mjerenje pH vrijednosti: lzotermalna
titracijska mikrokalorimetrija (ITM). Reagens se dodaje u ekvivalentnim koli¢inama, a
rezultirajuéa toplina reakcije je mjerena u puferskim otopinama razli¢itih pH vrijednosti. Na
slici 5. su prikazane krivulje mjerenja pK vrijednosti kalorimetrijom za razli¢ite pH vrijednosti.

Amplitude minimuma pri razli¢itim pH vrijednostima proporcionalne su stupnju disocijacije.

vrijeme
0 T — e
I -- T B
o\ _ 5 10 15
_5 |'_.- -._‘ ~ - - e
II Py
1\
-10 = .
cal/vrijeme ',I !/
-15
II
-20 +—+
-25

Slika 5.: Odredivanje pK vrijednosti kalorimetrijom. Minimumi dobivenih krivulja pri razli¢itim
pH proporcionalni su stupnju disocijacije.

3.4. Nuklearna magnetska rezonancija

Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) je spektroskopska metoda primjenjiva za

odredivanje molekulskih struktura organskih i anorganskih spojeva. Temelji se na stvaranju
magnetskog polja kao posljedice vrtnje elektricki nabijenih atomskih jezgara. Jezgra
podvrgnuta djelovanju magnetskog polja i elektromgnetskog zracenja obrée svoj spin, a
apsorbirana energija se detektira NMR-spektrometrom. S obzirom na razli¢ite strukture

molekula, protoni su u molekuli viSe ili manje zaklonjeni od utjecaja magnetskog polja zbog

Cega asporbiraju zracenja razli¢itih jakosti. Stoga, NMR spektrometar mora varirati jakost
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magnetskog polja i iscrtavati graf koji pokazuje ovisnost apsorpcije energije o jakosti

magnetskog polja[4].

Pionirski rad u odredivanju pK vrijednosti Sirokog spektra funkcionalnih grupa izveo je
Lee te definirao kemijski pomak kao polozaj u NMR spektru pri kojem nastupa rezonancija
pojedine jezgre ovisno o njenoj okolini. Na temelju njegovih spoznaja, zaklju¢eno je da
ukoliko ravnoteza kiselina-baza ovisi o pH, to znaci da ée i kemijski pomak ovisiti o pH.
Vrijednost pK moZe se odrediti stavljanjem u ovisnost kemijskog pomaka komponente (8) i

pH. Dobiva se poznata sigmoidalna krivulja Cija tocka infleksije odgovara vrijednosti pK.

Glavna prednost NMR metode je mogucénost rada sa smjesama. Kada se proucava kemijski
pomak pojedine funkcionalne grupe nijedna druga funkcionalna grupa nije uklju¢ena Sto

omogucuje odvojeno odredivanje pK vrijednosti jer se kemijski pomaci ne preklapaju.

3.5. Elektroforeza

Elektroforeza se temelji na razdvajanju nabijenih vrsta pod utjecajem elektricnog
polja te njihovoj brzini migracije koja je proporcionalna veliCini naboja[4]. Omijer linearne

brzine v;i jakosti polja E, definira se kao elektroforetska pokreljivost m;:
m; =Vi/E (23)

Uporaba elektroforeze za odredivanje pK vrijednosti ovisi o razli¢itoj pokretljivosti
protoniranih i deprotoniranih oblika analita. Pri tome, mjerena pokretljivost ovisi o stupnju

disocijacije (a) analita, a efektivna mobilnost opisuje se sljedeéim izrazom:
Mes= (1 —a) mo+ o my (24)

pri cemu je: mes — elektivna pokretljivost, mq — pokretljivost potpuno disociranih vrsta i my—

pokretljivost nedisociranih vrsta.

Stavljanjem u ovisnost efektivne pokretljivosti mes i pH, dobiva se poznata sigmoidalna
krivulja s tockom inflekcije u kojoj je a = 0,5 pri pH = pK. Elektroforeza kao metoda za
odredivanje pK ima brojne prednosti u odnosu na ostale metode. Za mjerenje je potrebna

mala koli¢ina uzorka, granica detekcije je na razini 10° M $to omogucuje obradu slabo
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topljivih tvari bez puno poteskoca te bududi da je elektroforeza separacijska tehnika, mogu
se odredivati pK nekih tvari u kompleksnim mjernim uzorcima a ne samo u ¢istim spojevima.
Moguci problem vezan uz ovu metodu je potreba za pripremanjem puferskih otopina za
svaki mjereni pH. Komponente pufera moraju biti odabrane pazljivo kako bi se izbjegla

interakcija pufera i analita.

3.6. Tekucinska kromatografija visoke djelotovornosti (HPLC)

HPLC je vrsta kromatografije u stupcu koja se koristi za razdvajanje komponenti iz
smjese na osnovi kemijskih interakcija tvari koja se analizira i stacionarne faze u stupcu.
Postupak se temelji na unoSenju malog volumena uzorka u tok pokretne faze i na temelju
specificnih kemijskih i fizikalnih interakcija, dolazi do razli¢itog zadrZzavanja komponenata

smjese[4].

Jedna od prvih zapazanja kod HPLC-a bila je da se na brzinu eluiranja mozZe utjecati
prilagodavanjem pH vrijednosti zbog promjene polarnosti tvari. Razvojem kromatografije
obrnutih faza koja koristi nepolarnu stacionarnu fazu i polarnu pokretnu fazu u obzir se

uzima faktor kapaciteta (zadrzavanja) (k) te stupanj disocijacije (a) pri ¢emu vrijedi:
k=(1-a)k,+ ak (25)

gdje su k. i k. faktori zadrzavanja neionizirane i ionizirane tvari, a u HPLC-u obrnutih faza
vrijedi da je k, >>k_; . Stavljenjem u odnos faktora zadrZavanja (k) i pH dobiva se sigmoidalna

krivulja s tockom inflekcije u kojoj je a = 0,5 pri pH = pK.

Budu¢i da je HPLC separacijska metoda, uzorci ne moraju biti potpuno Cisti. NeZeljene
komplikacije se stvaraju u slucaju da su vrijednosti k, neprihvatljivo velike. Dodatkom
organskih modifikatora smanjuje se k, i k.1 vrijednost, no to uvelike oteZava odredivanje pK

vrijednosti.
3.7. Odjeljivanje (ekstrakcija) i raspodjela

Znacajne spoznaje o raspodjeli tvari izmedu dva nemjesljiva otapala otkrivene su veé

1872. godine kada se dolazi do bitnog otkri¢a da je omjer koncentracija konstantan i da ne
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ovisi o kolicinama tih otapala[4]. Daljnja istrazivanja pokazuju da za ionizirane komponente
koeficijent odjeljivanja (P) ovisi o pH tekuce faze. U grani¢nim sluc¢ajevima gdje je je ionizacija
u potpunosti potisnuta pH vrijednoscu, koeficijent raspodjele (D) moZe se matematicki

definirati za baze:

D = [Bo/ [Blw (26)

odnosno, koeficijent odjeljivanja (P):
P = [Blo/ ([Blw + [BH']w) (27)

Povezivanjem Henderson-Hassebalchove jednadzbe te izraza (9) i (10) dobiva se izraz za
odredivanje pK vrijednosti poznavajuci vrijednost pH, koeficijenta odjeljivanja i koeficijenta

raspodjele:

pKa = log ((P — D)/D) + pH (28)

3.8. Topljivost

U danasne vrijeme podaci o topljivosti koriste se za odredivanje pK vrijednosti
posebice lijekova, gdje je pK vrijednost od velikog interesa. Znacaj ove metode je u tome da
slabo topljiv lijek moZe biti analiziran pri vrlo niskim koncentracijama, reda veli¢ine uM.
Mana metode je Sto je vrijeme odredivanja topljivosti 1-24 sata dok, primjerice,

spektroskopska mjerenja traju svega nekoliko minuta.

Derivacija Henderson-Hasselbalchove jednadzbe omoguéava odredivanje pK vrijednosti iz

podataka o topljivosti:
log S = log S, + log (10°P"+ 1) (29)

gdje S, odgovara unutrasnjoj topljivosti. U slu¢aju kada je pH >> pK ili pH << pK pretpostavlja
se linearan odnos log S i pH te u mjestu sjecista se odreduje pH iz ¢ega se moZe izraCunati

pK:

log S=(log S, - pKa) + pH (30)
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Slika 6. Ovisnost pH o topljivosti za kiselinu s pK=4,8 i bazu s pK=3,2

3.9. UV/Vis spektrometrija

Poznato da se bojanekih tvari mijenja s pH vrijednos$¢u, a promjene koje se zbivaju u

UV/Vis spektru nakon ionizacije, omogucavaju odredivanje pK vrijednosti.

UV/Vis spektrometrija temelji se na Lambert-Beerovom zakonu prema kojem se
intenzitet elektromagnetskog zracenja smanjuje prolaskom kroz otopinu koja moze
asporbirati zracenje. Apsorbancija koja opisuje koli¢inu apsorbiranog zracenja ovisi o
koncentraciji tvari koja apsorbira zracenje (c), svjetlosnom putu kroz uzorak (b) te molarnom

apsorpcijskom koeficijentu (€) Sto se moZe prikazati Lambert-Beerovim zakonom®®:

A=g«c+b (31)

Koristenjem apsorbancijskih odziva u nizu puferskih otopina razli¢itih pH vrijednosti
uz odrzavanje koncentracije ionizirajuéih tvari konstantnima, mogude je odrediti vrijednost
pK. Stavljanjem u odnos apsorbancije i pH, dobiva se sigmoidalna krivulja. Iz tocke infleksije
te krivulje moze se odrediti pK. Ova metoda je problemati¢na buduci da i male promjene u

koncentraciji mogu izazvati nezZeljene Sumove u odzivima spektra[4].
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Slika 7. Primjer apsorbancijskih odziva na promjenjive vrijednosti pH za antikoagulans

varfarin

4.0dredivanje povrsinske pK vrijednosti

Povrsinska pK vrijednost neke tvari nanesene na povrsini moze se razlikovati od pK
vrijednosti te tvari u otopini Sto ima znacajne posljedice na selektivnost i osjetljivost
povréine®. Kao $to je ve¢ navedeno u prethodnom poglavlju, postoje razli¢ite metode za
mjerenje pK vrijednosti, a ovaj rad baziran je na odredivanju povrSinske pK vrijednosti
samoformirajuéeg monosloja (SAM) elektrokemijskom metodom za koju je uporabljen ionski

par ([Fe(CN)s]* /[Fe(CN)e]*), te puferi razli¢itih pH vrijednosti.

4.1.0dredivanje povrsSinske pK vrijednosti

Povrsinska pK vrijednost u ovom radu odredivna je za tri samoformiraju¢a monosloja
na Au elektrodi: DMSA, N-acetil cistein i cistein, a u ovom poglavlju objasnjenje ée se bazirati
na samoformirajuéem monosloju DMSA. Dobivanjem niza ciklickih voltamograma
[Fe(CN)e]* /[Fe(CN)e]*~ redoks para u puferskim otopinama razli¢itih pH vrijednosti, mjeri se
vréna struja (/) kao funkcija pH Sto omogucuje odredivanje povrSinske pK vrijednosti.
Ponasanje samoformiraju¢eg monosloja temelji se na teoriji kiselina i baza jer upravo zbog

mogucénosti protoniraniranja i deporotoniranja povrsine, javljaju se razlike u ciklickom

18



voltamogramu. Za povrsine samoformirajuc¢ih monoslojeva s ionziraju¢im zavrSnim grupama,
povrsinska pK je vazno svojstvo jer odreduje naboj povrsine kada je u ravnotezi s otopinom

pri odredenoj pH vrijednosti.
4.2.0dredivanje povrsinske pK vrijednosti primjenom ciklicke voltametrije

DMSA na Au elektrodi tvori samoformirajuéi monosloj. Dvije terminalne karboksilne
skupine koje sadrzi molekula DMSA pokazuju ovisnost o pH vrijednosti. Pri niskim pH
vrijednostima karboksilna skupina je potpuno protonirana stoga nema elektrostatskih
odbijanja izmedu negativnog redoks para i samoformiraju¢eg monosloja sto se ocituje u
visokoj vrsnoj struji elektrode. Kako pH vrijednost raste, karboksilne skupine se pocinju
deprotonirati Sto utjece na povecéanje elektrostatskog odbijanja zbog negativiranja povrsine,

a rezultira u smanjenju strujnog odziva (slika 8.).

34 1-7 (pH=3-7,4)

Il pA

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Slika 8. Ciklicki voltamogrami za elektrodu sa samoformirajuéim monoslojem DMSA pri

razlic¢itim pH vrijednostima

Metoda za odredivanje povrSinske pK vodi se sljedeéim argumentom: ukoliko se
pretpostavi da je ukupna stuja kroz elektrodu sastavljena od dva neovisna dijela, jedan kroz

disociran SAM [ A'], a drugi kroz nedisociran SAM [HA] struja se moze opisati kao:
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I'=Ip [ A]+ Iua [HA] (32)

gdje [HA] odgovara pokrivenosti, odnosno dijelu protoniranih povrsinskih grupaB].

Odredivanjem ia i ina kao prosjecne struje pri visokom (>6) i niskom (<4) pH, pK se moze

odrediti modifikacijom Henderson — Hasselbalchove jednadzbe:

pK=pH —log [(lha-Ia) / (I - Ia) -1] (33)

Ciklicka voltametrija se provodi primjenom modificirane zlatne elektrode u otopini pufera pH
vrijednosti bliske vrijednosti pK tvari kojom je elektroda modificirana. Razlika u vr$noj struji s
promjenom pH vrijednosti moze se koristiti za odredivanje pK vrijednosti. Naime, izmjena
naboja je otezana u uvjetima kada je povrSina negativno nabijena te Sto se viSe povrsSina
negativira, to je suprotstavljanje prijenosu naboja (Zeljezovog heksacianoferata) sve vece.
Stavljanjem u odnos dobivenih vrsnih struja i pH vrijednosti, dobiva se sigmoidalna krivulja u
kojoj tocka infleksije odgovara polovicnom stupnju disocijacije a=0,5 pri kojem vrijedi daje

pH=pK.

lo/uA

pH=pK pH

Slika 9. Sigmoidalna krivulja odnosa vrsne struje /,i pH
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Nakon S$to je utvrden trend rasta ili pada vrine struje kao funkcije pH vrijednosti, pK se
izraCunava iz prve derivacije vrine struje oksidacijskog vala ocitane iz ciklickih voltamograma

prema A pH.

| 2 2
f 1 0=0,5 d’le/ d pH

Al,/ApH

pH=pK

%

pH
a) b)

Slika 10. a)prva i b)druga derivacija vrSne struje oksidacijskog vala ciklickog voltamograma

kao funkcije pH
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5. Samoformirajuc¢i monoslojevi (SAM)

5.1. Uvod

Mogucnost modifikacije i kontrole svojstava povrsine kako bi se dobila razna pozeljna
povrsinska svojstva zaokupljala je rad mnogih znanstvenika. Organski spojevi s mogucénoscéu
sinteze Zeljene strukture i funkcionalnos¢u gotovo bez ogranicenja, predstavljaju idealan
sustav za modificiranje fizikalno-kemijskih svojstava povrsine. Mogucnost kontrolirane i
reverzibilne aktivacije i pasivacije povrsina klju¢na je komponenta u podrudju katalize i u

razvoju senzora, detektora i komponenti elektronickih sklopova.

Prva saznanja o monoslojevima javljaju se krajem 19. stolje¢a kada su izradene prve
aparature za proucavanje slojeva na granici povrSina zrak-voda. Golemi interes za razvoj
spoznaja o monoslojevima javlja se nakon S$to Langmuir i Blodgett utvrdili mogucnosti
formiranja slojeva na povrsini supstrata. Langmuirov rad temeljio se na proucavanju
stvaranja tankih slojeva na granici faza tekuée/plinovito (slika 11.(a)) dok je Blodgett film
prenjela na krutu podlogu (slika 11.(b)). Temelj Langmuir- Blodgettove metode je da se u
vodenom mediju rasprsi netopljiva komponenta koja se Zeli nanijeti na povrsSinu supstrata, a
zatim slijedi kompresija tankog filma mehanicki barijerama sve dok molekule u sloju nisu
gusto pakirane i orijentirane s obzirom na hidrofobni i hidrofilni dio sloja. Kona¢no, monosloj
se prenosi na Cvrstu podlogu. Takoder, mogu nastati multislojevi ako se primjeni uzastopno
mocenje supstrata[”. Langmuir- Blodgettovi slojevi imaju nedostatak jer nisu termicki stabilni

niti kemijski vezani za supstrat zbog ¢ega imaju tendenciju mijenjanja.

Samoformiraju¢i monoslojevi (engl. self- assembled monolayer, SAM) predstavljaju
drugaciju metodu dobivanja monosloja te su pokazali superiornost u odnosu na Langmuir-

Blodgettovu tehniku.
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(@) Langmuirovi filmovi

(b)Langmuir-Blodggett filmovi e P

(c)Samoformirajuci

monosloj(SAM)

Slika 11. Prikaz Langmuirovih (a), Langmuir-Blodgettovih (b) i samoformirajuc¢ih monoslojeva

(SAM) (c)

5.2 Samoformiraju¢i monoslojevi (SAM)

5.2.1 Definicija i priprema

Samoformiraju¢i monoslojevi (SAM) su stabilni, dobro uredeni i gusto pakirani
monoslojevi koji nastaju spontanom adsorpcijom organskih molekula iz razrijedene otopine
na Cvrsti supstrat i njihovom spontanom organizacijom (slika 11). Strukturu SAM-a cine tri

strukturne podjedinice (slika 12):

» adhezijske skupine sa specificnim afinitetom prema supstratu

» alkilni lanac koji odreduje debljinu sloja i sluzi kao fizicka barijera te mijenja vodljivost
i opticka svojstva povrsine

» zavrsna funkcionalna skupina koja je odgovorna za kemijska svojstva sloja

(reaktivnost, hidrofilnost/hidrofobnost, naboj itd.)
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zavr$na funkcionalna skupina

<+—— | alikilni lanac

adhezijska skupina

\ supstrat

Slika 12. Osnovni dijelovi SAM-a

Osnovna pokretacka sila za formiranje ovih filmova je specifiéna interakcija izmedu
adhezijske “glave” povrsinski aktivnih tvari i povrSine supstrata. Te interakcije su jake Sto
uzrokuje stabilnost samoformiraju¢ih monoslojeva. Ovisno o strukturi povrsinski aktivnih
tvari, filmovi mogu imati manji (kao tekucine) i veéi (kao kristali) stupanj uredenosti (slika
13)[7].Uredenost ovisi o mnogim faktorima kao Sto su geometrijske karakteristike,
elektrostatske i dipol-dipol interakcije u monoslojevima, afinitet “glave” povrsinski aktivne

tvari prema povrsini itd.

4
=
=
4
4

A A AAARA A A
(&) (B lc)

Slika 13.: Neuredeni (a), dobro pakirani (b) i mijesani (c) SAM

Nastajenje samoformiraju¢ih monoslojeva odvija se u dva koraka (slika 14.):

1. korak: Spontana adsorpcija organskih molekula iz razrijedene otopine na Cvrsti supstrat koja

se odvija u nekoliko minuta.
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2. korak: Stajanjem u otopini zapocinje spontana reorganizacija adsorbiranih molekula u gusto

i pravilno ureden monosloj koja traje od nekoliko sati do nekoliko dana.

‘;Zr‘\?/ H

N
=N

gusto i pravilno pakiran
SAM

otopina povrsinski
aktivnih tvari supstrat pocetak

formiranjasloja

Slika 14. Nastajanje SAM-a

5.2.2 Samoformiraju¢i monoslojevi tiola na zlatnoj povrsini

Samoformiraju¢i monoslojevi tiola na zlatnoj povrsSini pripadaju u skupinu najvise
proucavanih SAM-ova. Pri sobnoj temperaturi i normalnim laboratorijskim uvjetima su
stabilni i za formiranje monosloja ne zahtjevaju posebne uvjete. Tioli su kompatibilni s
veé¢inom organskih funkcionalnih skupina $to omogudéava veliku raznolikost zavrsnih
funkcionalih skupina koji odreduju “kemiju” u zlato-tiolnim monoslojevima. Priprema

samoformirajuéih monoslojeva tiola na zlatu je popularna iz nekoliko razloga:

» priprema SAM-ova je jednostavna, pouzdana i reproducibilna
» jednostavno se kontroliraju faktori koji utjeCu na gustocu povrsinskog sloja
(funkcionalne skupine)

» osiguravaju mogucnost proizvodnje raznolicitih vrsta biosenzora

SAM-ovi alkilnih tiola na zlatu su formirani adsorpcijom lanca alkantiola (R-SH) iz otopine
na zlatnu povrsinu. Zlato i sumpor stvaraju jaku vezu uz entalpiju formiranja od 167,5 kJ/mol,
a veza S-H puca jer postoji veliki afinitet prema stvaranju veze izmedu zlata i sumpora I Na

zlatnoj povrsini odvija se sljedecéa kemijska reakcija:

2RS-H +Au —» 2 RS-Au + H, (34)
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Veza izmedu Au i S atoma je jaka na Sto ukazuje i visoka energija veze od 184 kJ/mol, stoga

isklju¢uje sve ostale adsorbate i tvori stabilan monosloj.

5.2.3 Reaktivnost monoslojeva

Najznacajnije reakcije koje se vezu uz reaktivnost SAM-ova odnose se na monoslojeve
koji sadrze —NH,, -COOH i —OH kao terminalne funkcionalne skupine. Kao aktivacijski agens
kod karboksilnih skupina se obi¢no koristi dicikloheksil-karbodiimid (DDC) ili 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC). Amino skupine se aktiviraju aciliraju¢im agensima a
hidroksilne skupine kiselim kloridima ili anhidridima.

Na reaktivnost funkcionalnih skupina u monosloju moZe utjecati nekoliko faktora':

» utjecaj otapala- deprotonacija funkcionalnih skupina monosloja nabija povrsinu te su
ionizirane povrsine vise hidrofilne nego njihovi neutralni oblici

» stericki utjecaji- u monoslojevima su zapaZene znatne brzine odvijanja reakcija $to se
obi¢no pripisuje suprotstavljanju reaktivnih funkcionalnih grupa u uredenom sustavu
ili zbog povoljne orijentacije reaktivnih grupa

» “utjecaj susjeda”- funkcionalne grupe svojim elektronskim parom mogu utjecati na

reakcijski mehanizam susjednog reakcijskog centra monosloja

U ovom radu, zlatna povrsina ¢e se modificirati slojem dimerkaptojantarne kiseline (DMSA)
koja sadrzi dvije karboksilne skupine, slojem N-acetil cisteina koji sadrzi karboksilnu i acetilnu
skupinu te slojem cisteina koji sadrzi amino i karboksilnu skupinu. lako vezanjem tih SAM-
ova nastaju stabilni i dobro uredeni monoslojevi, oni ipak ne pokrivaju u potpunosti povrsinu
elektrode. Na mjestima nepokrivenosti odvijaju se elektrodne reakcije koje se istrazuju

elektrokemijskim tehnikama.
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5.3. Mezo-2,3-dimerkaptojantarna kiselina (DMSA)

Mezo 2,3-dimerkaptojantarna kiselina (DMSA) je kratkolancani alkanditiol molekulske

formule C4Hg04S,. U svojoj strukturi sadrzi dvije karboksilne i dvije tiolne skupine (slika 15.).

O SH

OH
HO

Slika 15. Struktura DMSA

Spoj je sintetiziran zbog potrebe pronalazenja lijeka koji ¢e sprijeciti trovanje radnika
koji je konzumirao veliku koli¢inu Zive u jednom elektricnom poduzecu. Uspjesnost njegovog
djelovanja potaknula je daljnja istraZzivanja te je ustanovljeno da efektivno djeluje protiv
trovanja antimonom, a pokazao se i uspjeSnim na zastiti Zivotinja od trovanja arsenom i
Zivom jer s metalima pravi komplekse ¢ime ih uspjesno uklanja iz organizma. Danas se Cesto
koristi kao sredstvo protiv trovanja teskim toksi¢énim metalima kao $to su zZiva, kadmij, olovo,
arsen i molibden. Njegova velika vrijednost je u tome Sto do danas nije pronaden niti jedan
drugi spoj toliko efikasan i siguran za tu uporabu zbog Cega je dostupan kao lijek i dodatak

prehrani.

Priprema se reakcijom maleinske ili fumarne kiseline s natrijevim tiosulfatom nakon
¢ega slijedi hidroliza. U ovom radu DMSA je koriStena za modificiranje zlatne povrsine te je
ustanovljeno da se na zlato veZe s obje tiolne skupine, a dvije karboksilne skupine imaju
mogucénost formiranja metalnog kompleksa (slika 16.)[101. Promjenom pH otopine u kojem je
uronjena Au elektroda s DMSA slojem utjeCe se na stupanj protoniranosti, odnosno
deprotoniranosti tih karboksilnih skupina $to ima vaznu ulogu na nacin odvijanja

elektrokemijskih reakcija (pkl1 = 2,71, pk2 = 3,48, pk3 = 8,89, pk4 = 10,79).
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Slika 16. DMSA na povrsini Au

5.4. N-acetilcistein (NAC)

N-acetilcistein (acetilcistein ili N-acetil-L-cistein) je derivat aminokiseline cisteina.
Posjeduje snazna antioksidativna svojstva stoga je osobito vazan u detoksikaciji organizma i

zastiti jetre. Prekursor je glutationa, jednog od najjacih antioksidansa koji uklanja razorno

djelovanje slobodnih radikala u oragnizmu. Ima

HN-CO—CH,
HS—CH,—CH—COOH

znacajnu ulogu u stvaranju bijelih krvnih stanica
(leukocita) kojima je uloga jacanje imunoloskog
sustava organizma stoga je Cest u uporabi kod
sportasa u slucajevima kada je potrebno ojacati imunitet uslijed fizickog napora i stresa.
Posebno blagotvorno djeluje na disni sustav jer eliminira sluz iz respiratornih organa zbog
sposobnosti razlaganja disulfidnih veza u sluzi ¢ime ju prevodi u tekuéi oblik i olakSava
iskaSljavanje. Radi tog svojstva poZeljan je kod pacijenata oboljelih od upale pluéa,
bronhitisa, tuberkuloze, emfizema i slicnih diSnih oboljenja. Primjenjiv je i na podrucju
psihijatrije jer je dokazano da umanjuje simpotome shizofrenije i bipolarnog poremecaja te
posreduje stvaranju dopamina u mozgu koji je zaduzZen za reguliranje raspoloZenja i nivoa

energije, a njegov manjak uzrokuje depresiju.

Prisutne skupine —COOH, NH, i —SH u njegovoj strukturi pokazuju moguénost
disociranja. Ovisno o razli¢itim pH podrucjima, NAC moZe biti ioniziran u Cetiri razliita

stanja, s pripadaju¢im pK vrijednostima:
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Zwitter ion

0 0 0 0
)’I\ & )“\ PK,. )k & )’k

H AT oH, ~no  HAT CH, ‘;H HI CH, ~ o HN CH.

HOOGJ\/\SH 00C J\/\SH 00C )\/\SH 00C */\s

Slika 17. lonizacija fukcionalnih skupina u molekuli NAC u ovisnosti o pH, uz pk;=3,1; pK»=9,6;

pK3=11,9

5.5. Cistein (Cys)

Cistein je neesencijalna aminokiselina koju ljudski organizam ne moze sintetizirati.
Karakteristi¢an je sastojak keratina, proteina koji izgraduje nokte, kosu, perje. Sadrzi tiolnu
skupinu uz Sto je vezano njegovo najvaZnije svojstvo, a to je stvaranje disulfidne veze.
Disulfidna veza ima vazinu ulogu u stabilizaciji proteina zbog stvaranja cvrstih veza medu
lancima. Bocni tiolni lanac (-SH) cisteina je nepolaran stoga se cistein ponasa kao hidrofobna
aminokiselina. PodlijeZze oksidaciji pri ¢emu nastaje cistin koji kada se metabolizira, pomaze
detoksifikaciji organizma. Ima vaznu ulogu u metabolizmu energije i sintezi masnih kiselina, a
koristi se i kao preventiva za negativne efekte pretjerane konzumacije alkohola, oStec¢enja
jetre, mozga i kod pusaca. Mocan je razarac slobodih radikala u organizmu, a u posljednje
vrijeme otkriveno je i njegovo povoljno djelovanje na zastitu od zracenja i negativnih
posljedica lije¢enja kemoterapijom. U organizam se unosi putem visokoproteinske hrane kao

Sto su meso, brokula, kelj, pSenica,CesSnjak i crvena paprika.

U razli¢itim podrucjima pH njegova amino, karboksilna i tiolna skupina pokazuju svojstvo

disociranja:
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Zwitter ion

HOQOC NH.’ QoC NH." aleled NH. ole]ley NH,
pKa1 pKag pKa‘}
P m— — —
-H -H -H
SH SH S S

Slika 18.: lonizacija fukcionalnih skupina u molekuli Cys u ovisnosti o pH, uz pk;=1,9 ; pk,=8,4

; PK3=10,7

Aktivnost njegovih ionizirajuc¢ih funkcionalnih skupina odreduje se pomocu pK vrijednosti, a
iz dijagrama raspodjele moze se odrediti koncentracija pojedinih ionskih vrsta kao funkcije

pH:

. 1,0
£ 0.8
D
W
o 0,6
o
S 04
=
o
2 0.2

0,0

Slika 19. Dijagram raspodjele ionskih vrsta cisteina kao funkcija pH
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6. Ciklicka voltametrija

6.1. Elektrokemijski dvosloj

Kada se elektroda uroni u otopinu, uz povrsinu elektrode formira se struktura koja se
naziva elektri¢ni dvosloj. Naboj na elektrodnoj povrsini kompenzira se ionima suprotnog
naboja u masi otopine, a koli¢ina naboja je funkcija elektrodnog potencijala. Elektrokemijski
dvosloj se moze podijeliti u nekoliko dijelova (slika 20.). Neposredno uz povrsinu ¢vrste faze
(elektroda na kojoj se odvija reakcija) nalazi se tzv. Helmholtzov ili Sternov sloj u kojem su
ioni priljubljeni uz povrSinu elektrode kombinacijom specificnih adsorpcijskih sila i
elektrostatickih privlacnih sila. Debljina tog sloja odgovara radijusu adsorbiranih iona a sloj
obuhvaca unutrasnju Helmholtzovu ravninu (UHR) i vanjsku Helmholtzovu ravninu (VHR).
Vidilivo je da se u tom sloju potencijal mijenja linearno od elektrode do vanjske
Helmholtzove ravnine. Nadovezuje se Gouy-Chapmanov sloj u kojem je naboj difuzno
rasporeden u masi otopine te povecanjem udaljenosti od vanjske Helmholtzove ravnine

eksponencijalno pada prema vrijednosti potencijala u masi otopine.[m

1o o
+| i )
H o= <2
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S

b L :

VHR x

Slika 20. Prikaz elektrokemijskog dvosloja na granici faza elektroda/elektrolit
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Odziv u ciklickoj voltametriji ovisit ¢e o razli¢itim zbivanjima kojima se ostvaruje
elektrodna reakcija kao Sto je transport reaktanta koji sudjeluju u reakciji iz otopine do
elektrode, izmjeni naboja na granici faza elektroda/elektrolit, adsorpciji, stvaranju nove faze

na povriini elektrode te transportu produkta reakcije od elektrode!™?.

6.2. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija je elektrokemijska eksperimentalna tehnika koja daje
informaciju o kinetici i mehanizmu elektrodne reakcije. Signal pobude predstavlja linearno
promjenjivi potencijal (slika 21.(a)), a signal odziva je struja koja se mjeri kao funkcija
narinutog potencijala (slika 21.(b)). Krivulja ovisnosti struje o potencijalu sastoji se od
anodne i katodne grane te ukazuje u kojim podrucju potencijala se odvija reakcija oksidacije,
odnosno redukcije. Ciklicka voltametrija daje kvalitativhu informaciju o elektrokemijskom
procesu jer svaka elektroaktivna tvar ima strujni vrh na to¢no odredenom potencijalu, a

razlika potencijala anodnog i katodnog strujnog vrha ukazuje na to koliko elektrona sudjeluje

u reakeciji.
(a) (b)
AN _
i e N
/ \ R—— O+e ;./
Anodna grana -/
w g /
8 = /
3 5 f/
g / 5 /
N\ - Katodna grana
/ -
- ’ 0+e&——-R
/ AN
\ N
- . - -
Vrijeme, t Potencijal, E

Slika 21.: Signal (a) pobude i (b) odziva u ciklickoj voltametriji
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Kinetika elektrokemijske reakcije ovisi o brzini najsporijeg stupnja u ukupnoj reakciji.
Ukoliko je izmjena naboja na granici faza spori stupanj, govori se o reakciji pod aktivacijskom
kontrolom, a ukoliko je prijenos mase do elektrode spori stupanj, reakcija je pod difuzijskom
kontrolom™?. Dakle, brzine pojedinih stupnjeva odreduju difuzijski koeficijenti reaktanata i
produkata (D,, Dr) te konstante brzine prijelaza naboja (kreq i koks) $to je prikazano na slici 22.
To znaci da prilagodbom odgovarajuéih reakcijskih uvjeta se mozZe utjecati na tijek

elektrokemijske reakcije.

Yo _ O
kred
e- [ O
C~ s o
knks R \
R
elektroda otopina

Slika 22. Mehanizam elektrodne reakcije

Kinetika elektrokemijske reakcije opisuje se Butler-Volmerovom jednadzbom u kojoj

prvi €lan predstavlja anodnu, a drugi ¢lan katodnu komponentu struje:

(1-a)nF (E-E,) _anF(E-E;)
RT —e RT

J=1Jo €
(35)
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pri cemu je:

E- narinuti potencijal, V

E.- ravnotezni potencijal,V

a- koeficijent prijelaza naboja

n-broj izmijenjenih elektrona

jo-struja izmjene u ravnoteznom stanju, A cm™
T-apsolutna temperatura, K

F- Faradayeva konstanta, C mol™

S obzirom na razli¢itu kinetiku pojedinih stupnjeva elektrokemijske reakcije, razlikuju se

tri vrste procesa koji se odvijaju na elektrodi:
» reverzibilan proces
O+ne =R (36)

Prijelaz elektrona je jako brz, a koncentracije oksidansa i reducensa na povrsini

elektrode su ravnotezne i pokoravaju se Nernstovoj relaciji:

E - EO -I'ﬂhl [O]IZU
HF [R].rzﬁ (37)

Javlja se difuzijska struja koja nastaje zbog difuzije reaktanata iz mase otopine do

povrsine elektrode Sto je sporiji stupanj reakcije pa je proces pod difuzijskom kontrolom.

Tipican voltamogram za reverzibilan proces prikazan je na slici 23.:
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Slika 23. Ciklicki voltamogram za reverzibilni proces

Kako bi se ostvarila mjerljiva struja, za reakciju oksidacije potrebno je pozitivirati pocetni
negativni potencijal elektrode. Princip po kojem nastaje anodni strujni vrh je da
pozitiviranjem potencijala struja raste te raste i koncentracijski gradijent tvari uz elektrodu i
u otopini. Kada koncentracija reaktanta uz povrsinu elektrode padne na nulu, dakle reaktant
se potrosi, postiZzemo maksimalnu vrijednost struje i javlja se strujni vrh kao posljedica
maksimalnog koncentracijskog gradijenta. Nakon toga struja pada po Cotrellovoj relaciji jer
viSe ne dolazi do reakcije te slijedi priblizavanje ravnoteZznom potencijalu i negativiranje
potencijala Sto dovodi do redukcije koja takoder u jednom trenutku ostvaruje svoj strujni
maksimum nakon cega pada na vrijednost osnovne struje Cime se zatvara ciklicki
voltamogram.

Strujni vrh vala moguce je matematicki opisati Randles-Sev¢ikovom jednadzbom:

F-D-\1/2
zFDv) (38)

Ip=04463-z-F-c-A- (22
gdje je:

lp- strujnivrh, A

D- difuzijski koeficijent oksidirane vrste redoks sustava, cm?s™
c- koncentracija elektroaktivne vrste, mol cm™

v- brzina promjene potencijala, V s

z- broj elektrona
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T-termodinamicka temperatura, K
R- op¢a plinska konstanta J K* mol™

F- Faradayeva konstanta, C mol™

Ciklicki voltamogram je za reverzibilan proces karakteriziran sljede¢im ekspermentalnim
parametrima:
= za razliku od strujnih vrhova, potencijali vrhova vala (Eyx i Ep2) ne ovise o brzini
promjene potencijala
* AE,=59/nmV
" ol lox=1
" EO=(Epa+ Epi)/2

ireverzibilan proces

Ireverzibilnu redoks reakciju R— O + ne” karakterizira ciklicki voltamogram s jednim
valom jer se ne odvija povratna reakcija (slika 24.). Smanjenjem brzine izmjene naboja, taj
stupanj buduéi da je sporiji postaje sve dominantniji u kontroli kinetike odvijanja
elektrokemijske reakcije stoga je proces sve vise pod kontrolom izmjene naboja. Bududi da
u elektrodnoj reakciji sudjeluje samo reducirani oblik redoks sustava, odvija se samo
oksidacija jer kod potencijala kod kojeg zapocinje proces oksidacije nema povratne reakcije
redukcije nastalog produkta. Povecanjem brzine promjene potencijala, potencijal vrha

pomice se prema pozitivnijim vrijednostima.
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Slika 24. Cikli¢ki voltamogram ireverzibilnog procesa

» kvazireverzibilan proces

Kvazireverzibilan proces je pod mjeSovitom kontrolom Sto znaci da kod malih
brzina promjene potencijala proces se ponasa reverzibilno dok povecanjem brzine proces
se ponasa ireverzibilno $to je vidljivo i u sve vecoj udaljenosti medu strujnim vrhovima jer
koncentracije reaktanta i produkta na povrsini elektrode ne slijede Nernstovu jednadzbu
Sto za posljedicu ima pomak katodnog strujnog vrha u katodnom smjeru, a anodnog
strujnog vrha u anodnom smjeru. Ukoliko reakcija ide sporo, vise reaktanta dolazi do
elektrode. Dakle, Sto viSe reaktanta dolazi do elektrode to znaci da je proces pod
aktivacijskom kontrolom te se ostvaruje manji strujni vrh jer je izmijenjeno manje naboja.
Povecanjem otpora prijelazu naboja reakcija ulazi u podrucje kvazireverzibilnosti i vrijeme
potrebno da se kod odredene brzine promjene potencijala dode do vrha je vece. Navedeno

je i prikazano na slici 25.

37



0.005 4 k*=10 em s

0.004 - If:n : .k’ll=n::|n:|1r_m:-."
]r 0003 o

0002 +

0001

0.000

-0.001 -

-0.002 -

0003 <

0004 . . . . " . r . . . r . .

Slika 25. Cikli¢ki voltamogram za kvazireverzibilnu reakciju kod razli¢itih konstanti brzine

prijelaza naboja, k°

Matsuba i Ayabe[13] s obzirom na vrijednost standardne konstante brzine prijenosa

naboja, k° ( cm s™) i brzine promjene potencijala, v (V s™) postavili su uvjet reverzibilnosti:

e reverzibilan proces k°>0,30 v?
e ireverzibilan proces k°< 2.10°v*2
e kvazireverzibilan proces 0,30 V2> k° > 2.10°vY/?
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7. Eksperimentalni dio

7.1. Kemikalije

Perklorna kislina (HCIO,4)- Kemika, Hrvatska

Kalijev klorid (KCI) — Kemika, Hrvatska

Natrijev hidroksid (NaOH)- Kemika, Hrvatska
Kalij(ll)heksacianoferat (K4Fe(CN)¢*3H,0)- Kemika, Hrvatska
Kalij(lll)heksacianoferat (KsFe(CN)e)- Kemika, Hrvatska
Borna kiselina (H3BO3)- Kemika, Hrvatska

Ledena octena kiselina (CH3COOH)- Alkaloid, AD-Skopje
Fosforna kiselina (H3PO4, w= 85 %)- T.T.T. d.o.o. Sveta Nedjelja
Mezo-2-merkapotojantarna kiselina (DMSA)- Sigma-Aldrich
N-acetil-cistein (NAC)- Sigma-Aldrich, USA

Cistein (Cys)- Merck, Njemacka

Sve koriStene kemikalije su analiticke Cisto¢e te se nisu dodatno prociséavale. Otopine su
pripremane otapanjem krutina ili razrjedivanjem koncentriranih otopina u deioniziranoj vodi

pripremljenoj na Milipore-Miliq uredaiju.

7.2. Instrumentacija

Sva elektrokemijska mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi u rasponu od 20 do 25 °C
u klasi¢noj troelektrodnoj elektrokemijskoj celiji. Koristena je radna elektroda od zlata,
protuelektroda od platine te referentna Ag|AgCl|3 M KCl elektroda. Prije provodenja

mjerenja, otopine su dearirane provodenjem dusika.
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Za mjerenja ciklickom voltametrijom (CV) koristen je potenciostat model 263A i 264.
Potenciostat (PAR 264, USA) spojen je medusklopnikom EDAQ (Australia)na osobno ra¢unalo

radi prikupljanje podataka.

Koristeni su i pH metar- model MA 5740 (Iskra, Slovenija), vaga- Kern ALJ 120-4 (Njemacka)

te ultrazvu¢no mijesalo Bandelin Sonorex (Njemacka).

7.3. Priprema radne elektrode

Prije pocetka mjerenja zlatna elektroda je mehanicki obradivana prahom Al,Os3,
promjera Cestica od 0,35 um kako bi se postigao zrcalni povrSinski sjaj. Nakon poliranja
elektroda je isprana destiliranom vodom i odmasc¢ena etanolom. Slijedi kemijsko ciséenje
koje podrazumijeva stajanje radne elektrode 2 minute u otopini koncentrirane sumporne
kiseline i vodikovog peroksida (piranja otopina) koje su pripremljene mjeSanjem
koncentrirnih otopina u volumnom omjeru 3:1. Konacno slijedi elektrokemijsko ciséenje u
otopini HCIO4, c= 0,1 mol dm3 u troelektrodnoj elektrokemijskoj ¢éeliji. ViSestrukim
cikliziranjem osigurano je da na povrsini elektrode ne moze postojati oksid zlata koji bi
mogao utjecati na kvalitetu monosloja. Cikliziranje je izvedeno u podrucje potencijala je od 0

do +1,5 V uz brzinu promjene potencijala od 50 mV/s .

Buducdi da su karakterizirani monoslojevi za tri razlicita spoja, DMSA, NAC i L-cistein,
modificirana elektroda priprema se mocenjem Au elektrode 24 sata u otopini odgovarajuceg
spoja. Prije svakog mjerenja u elektrokemijskoj celiji provodi se propuhivanje dusikom u
trajanju od 5 minuta. Nakon zavrSetka mjerenja za jedan spoj, monosloj se mehanicki skida
prahom Al,O3 i ispire destiliranom vodom ¢ime se elektroda priprema za nanoSenje iduceg

sloja.
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7.4. Priprema otopina
7.4.1. Priprema otopina za karkterizaciju monoslojeva na povrsini elektrode

Pripremani su Britton-Robinsonovi puferi u SirokompH podrucju. lzvagano je 2,04 g
H3BOs te kvantitativno preneseno u tikvicu od 100 mL, zatim je dodano 2,3 mL ledene
CH3COOH i 2,8 mL H3PO4, (w= 85 %). U tako pripremljenu otopinu otopinom NaOH, c= 5 mol

dm? uz pomo¢ pH-metra podesena je pH vrijednost pufera na Zeljenu vrijednost.

Otopina 10 mM Ki[Fe(CN)g]*3H,0 pripremljena je otapanjem 42,2 mg kalijeva
heksacianoferata(ll) trihidrata u odmjernoj tikvici od 10 mL dodatkom deionizirane vode.

Nakon priprave otopina je drZzana na tamnom mjestu kako bi se $to vise izbjegla oksidacija.

Otopina 10 mM Ks[Fe(CN)¢] pripremljena je otapanjem 32,9 mg kalijeva

hesacianoferata(lll) u odmjernoj tikvici od 10 mL.

0,1 M otopina KCl| priprema se u tikvici od 100 mL kvantitativnim prenosSenjem

odvage kalijevog klorida od 745,6 mg te dopunjavanjem do oznake deioniziranom vodom.

Otopina za karakterizaciju monosloja pripremana je mijesSanjem 8 mL pufera, 1 mL 10
mM otopine kalijeva heksacianoferata(ll) i 1 mL 10 mM otopine kalijeva

heksacianoferata(lll).

5mM otopina DMSA pripremljena je kvantitativnim prenosSenjem odvage od 0,0046 g

DMSA u tikvicu od 5 mL te dopunom do oznake deioniziranom vodom.

10 mM otopina NAC-a pripremljena je otapanjem 0,0163 g NAC-a u deioniziranoj vodi
u tikvici od 10 mL.

10 mM otopina L-cisteina pripremljena je otapanjem 0,0121 g L-cisteina u

deioniziranoj vodi u tikvici od 10 mL.
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8. Rezultati i rasprava

8.1. Karakterizacija Au elektrode

Na slici 26. prikazan je ciklicki voltamogram Au elektrode u 0,1 M otopini perklorne
kiseline u podrucju potencijala od 0,0 V do 1,5 V. Vidljivi su karakteristiCan anodni i katodni
strujni vrh koji ukazuju na oksidaciju i redukciju Au u perklornoj kiselini. Dobiven katodni val
pri 0,68 V karakteristi¢an je za redukciju Au (I) oksida. Integriranjem katodnog vala odredena
je stvarna povriina zlatne elektrode u iznosu od 0,01979 cm? te je odreden faktor hrapavosti
u iznosu od 2,57 kao omijer stvarne i geometrijske povrsine zlatne elektrode (0,00785 cm?).
Stvarnu povrsinu elektrode bilo je moguée odrediti jer je poznata koli¢ina naboja (482

uC/cmz) koja je potrebna za redukciju monosloja zlatnog oksida.

00 05 10 15
EN

Slika 26. Cikli¢ki voltamogram Au elektrode snimljen u 0,1 M HCIO,, referentna elektroda Ag/AgCl|3

M KCl, brzina promjene potencijala = 50 mV/s.

Na slici 27. prikazani su cikli¢ki voltamogrami Au elektode snimljeni u otopini koja
sadrzi 0,8 M KCl, 1 mM [Fe(CN)6]* i 1 mM [Fe(CN)6]* uz razli¢ite brzine promjene

potencijala. Prikaz ukazuje da se porastom brzine sve viSe pozitivira vrijednost anodnog
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strujnog vrha, odnosno, negativira se vrijednost katodnog strujnog vrha. Porast vrha strujnog
vala s povecanjem brzine promjene potencijala je posljedica sve kraceg odvijanja oksidacije
odnosno redukcije heksacianoferata na elektrodi. Ako se vrijeme trajanja oksidacije odnosno
redukcije smanji (a manje je jer je brzina promjene potencijala veéa) tako se sve manje

mijenja koncentracija elektroaktivne tvari neposredno uz elektrodnu povrsinu.

A

Slika 27. Cikli¢ki voltamogrami Au elektrode snimljeni u 0,08 M vodenoj otopini KCl koja
sadrzi 1 mM [Fe(CN)e]* i 1 mM [Fe(CN)g]*. Mjerena izvedena uz Ag|AgCl| 3 M KCl referentnu
elektrodu te platinsku protuelektrodu. Brzine promjene potencijala: 2 mV/s (1); 5 mV/s (2);

10 mV/s (3); 20 mV/s (4);50 mV/s (5) i 100 mV/s (6).
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Slika 28. Ovisnost vrine struje oksidacijskog vala ciklickih voltamograma Au elektrode o
drugom korijenu brzine promjene potencijala. Ciklicki voltamogrami snimljeni su u uz iste

eksperimentalne parametre kao i na prethodnoj slici.

Linearni odnos struje vrha vala s drugim korjenom brzine promjene potencijala (/p = -0,0547
+ 0,3641v'2, R*=0,99969) pokazuje da je proces oksidacije i redukcije Zeljezovih
heksacianofera kontroliran samo difuzijom. Pojava strujnih valova na istom potencijalu

takoder je posljedica procesa koji se odvijaju difuzijom.

8.2. Karakterizacija Au/Au DMSA modificirane elektrode

Karakterizacija se provodila u 100 mM otopini KCl uz 1mM otopinu [Fe(CN)¢]* /
[Fe(CN)6]4' pri neutralnom pH (pH=7) i bazichom pH (pH= 10). Vrijednost pH mora biti
dovoljno bazicna da bi karboksilne skupine DMSA bile deprotonirane i na sebi nosile
negativan naboj Sto se ocituje kao snizenje struje na voltamogramu.Stoga ciklicki
voltamogram s nizom vrijednosti struje prikazuje modificiranu Au-DMSA elektrodu, a onaj s
viSom strujom odgovara nemodificiranoj Au elektrodi (Slika 29.). Smanjenje struje moze se
objasniti i ¢Cinjenicom da u podrucju visoko bazi¢nog pH dolazi do odbijanja izmedu negativno
nabijenog DMSA na povrdini i negativnog redoks para [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)¢]* $to uzrokuje

otpor prijenosu naboja i kona¢no rezultira nizom strujom. Razlika potencijala izmedu
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anodnog i katodnog strujnog vrha za Au elektrodu iznosi 107 mV, a za modificiranu Au-DMSA
elektrodu iznosi 233 mV. Formiranjem monosloja na povrsini elektrode stvara se
elektrostatska barijera izmedu otopine i elektrode $to usporava prijenos elektrona, a samim
time i elektrokemijsku reakciju.To se ocituje povecanjem razmaka anodnog i katodnog vrha

vala (AEp) i u smanjenju maksimuma struje oksidacije i redukcije.

1/ pA

Slika 29. Ciklicki voltamogrami Au elektrode snimljeni u 100 mM otopini KCl uz
1mMI[Fe(CN)s]*>/ [Fe(CN)e]* pri pH=7 (Au) i pH=10 (Au/DMSA). Snimljeno uz brzinu promjene

potencijala od 50 mV/s. Crno-Au, crveno-Au-DMSA

Au i Au/DMSA elektroda u prisutnosti redoks para [Fe(CN)e]*/ [Fe(CN)e]*pokazuje
elektrokemijsku aktivnost koja se temelji na sljedecoj reakciji koja se zbiva na povrsini

elektode:

[Fe(cN), ] >[Fe(cN), | +e (39)
Kao sto je ve¢ navedeno, promjene koje se zamjecuju u izgledu ciklickog voltamograma
nakon vezanja monosloja DMSA na povrsinu zlatne elektrode ukazuju da dolazi do otezane
reakcije redoks para jer nastali monosloj blokira povrsinu elektrode na kojoj bi se ta reakcija

odvijala. Kako je povrsina blokirana, smanjena je i brzina prijelaza naboja. To ukazuje da je
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rijeC o kvazireverzibilnoj reakciji, dakle, odvija se i oksidacija i redukcija, ali je prijelaz

heksacianoferatnog ion otezan.

Na slici 30. prikazana je ovisnost stuje o potencijala snimljena u otopinama pH
vrijednosti u rasponu pH = 3 do pH = 7,4. Karboksilne skupine DMSA molekule pri niskim
vrijednostima pH su potpuno protonirane te dolazi do elektrostatskih priviacenja izmedu
DMSA monosloja na elektrodi i negativno nabijenog[Fe(CN)¢]* / [Fe(CN)q]* ionskog para.
Takvom ponasanju odgovara visok strujni vrh na ciklickom voltamogramu oznacen brojem 1.
Kako se pH povedéava, karboksilne skupine se pocinju deprotonirati, povedava se
koncentracija negativnog naboja na povrsini zlatne elektrode te je vecde elektrostatsko
odbijanje Sto konacno rezultira postepenim padom vrijednosti strujnog vrha. Dakle, na kraju
nakon $to su odbojne sile izmedu DMSA i ionskog para maksimalne, strujni odziv elektrode

¢e se minimalizirati.

3- 1-7 (pH = 3-7,4)

-0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8

Slika 30. Ciklicki voltamogrami Au-DMSA elektrode snimljeni u elektrolitu Britton-Robinson
pufera pH = 3 — 7,4, uz 1 mM [Fe(CN)6]*i 1 mM [Fe(CN)6]*". Brzina promjene potencijala=
50 mV/s.

Navedeni pad anodnog strujnog vrha kod visokog pH prikazan je i na slici 31. koja daje
ovisnost stujnog odziva kao funkcije pH. U kiselom podrucju male su promjene u visini
strujnog vrha jer su mali doprinosi elektrostatskog privlaéenja dok u podrucju viseg pH

deprotoniranje i negativiranje povrsine uzrokuju znatan pad struje.
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Slika 31. Ovisnost vrine struje oksidacijskog vala ciklickih voltamograma Au/DMSA elektrode

o pH. Ostali eksperimentalni parametri su isti kao i na prethodnoj slici.

Aktivnosti funkcionalnih skupina pristunih u samoformirajuéem monosloju mogu se
definirati pomocu njihovih konstanti disocijacije, K, odnosno negativnim logaritmom
konstante disocijacije pK,. Konstanta disocijacije, pK, DMSA monosloja na povrsini Au
elektrode odredena je pomocdu prve derivacije krivulje (slika 32.). Vrijednost pK je definirana
kao pH vrijednost pri kojoj krivulja postize minimum. Izmjereni je minimum odreden pri pH =

5,60, stoga je pK( DMSA) =5,60.

0,00
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Slika 32. Prva derivacija vrSne struje oksidacijskog vala ciklickog voltamograma kao funkcije

pH
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8.3. Karakterizacija Au/Au-NAC modificirane elektrode

Karakterizacija se provodi u 0,05 M otopini KCl uz 1 mM otopinu [Fe(CN)¢]* /
[Fe(CN)¢]* pri pH= 2,543 (Britton-Robinson puffer). N-acetil cistein sa svojom amino
skupinom (—-NH;) na koju je vezana acetilna skupina i karboksilnom skupinom —COOH
pokazuju mogucénost protoniranja, odnosno deprotoniranja. Kako je ve¢ prikazano, NAC
moze biti ioniziran u Cetiri razliCita stanja ovisno o pH. Na slici 33., visi anodni strujni vrh
odgovara elektrodi modificiranoj NAC-om jer u kiselom pH pri kojem je provedeno mjerenje
dolazi najprije do protoniranja aminoskupine u —NHs"&ime povr$ina modificirane elektrode
postaje pozitivno nabijena. Zbog pozitvno nabijene povrsine Au-NAC elektrode, redoks paru
¢e biti olaksan pristup povrsini elektrode Sto rezultira viSom vrSnom strujom modificirane
elektrode s obzirom na nemodificiranu elektrodu za 1,3 pA. Razmak izmedu oksidacijskog i
redukcijskog vrha vala modificirane elektrode je 70 mV $to priblizno odgovara Nernstovom
reverzibilnom ponaganju. Cista Au elektroda pokazuje razliku anodnog i katodnog stujnog

vrha od 180 mV $to ukazuje na znatno odstupanje od Nernstovog ponasanja.

1/ pA

-0,2 0,0 02 04 06 08
E/V

Slika 33. Cikli¢ki voltamogrami Au i Au-Nac elektrode snimljeni u 0,05 M otopini KCl uz 1mM
[Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]* prema Ag|AgCl| 3 M KCl referentnoj elektrodi. Mjerenje je provedeno
pri pH=2,543 brzinom promjene potencijala 50 mV/s. Crno- Cista Au, crveno- Au-NAC
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1/ A
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Slika 34. Cikli¢ki voltamogrami Au-NAC elektrode snimljeni u elektrolitu sastavljenom od
Britton-Robinson pufera u rasponi pH =1 -9, uz 1 mM [Fe(CN)s]*"i 1 mM [Fe(CN)¢]*". Brzina

promjene potencijala = 50 mV/s.

Na slici 34. prikazana je ovisnost struje i potencijala pri vrijednostima pH= 1 — 8. Do
vrijednosti pH=3 u molekuli NAC protonirana je amino skupina u —NHs" $to pridonosi
pozitivnom naboju povrsine elektrode, medutim na vecim vrijednostima pH osim Sto je
amino skupina protonirana, javlja se i postepeno deprotoniranje karboksilne skupine.To za
posljedicu ima stvaranje povrsine bez naboja. Zbog toga se javljaju razli¢ite elektrostatske
interakcije izmedu monosloja (NAC-a) na elektrodi i [Fe(CN)e]* / [Fe(CN)e]* ionskog para.
Smanjenjem pozitivnog naboja na povrSini poveéava se otpor prijenosa naboja
(heksacianoferata) prema povrsini elektrodesto rezultira padom vrijednosti vrSne struje u
otopinama vise pH vrijednosti. Priblizavanjem vrijednosti pH=6,5 uocava se kraj pada i blagi

rast vrSne struje.

Ovisnost vrine struje anodnog vala o pH prikazan je i na slici 35. U prikazu je moguée
jasno uociti tri razli¢ita podrucja koja karakteriziraju promjenu naboja monosloja na povrsini
elektrode. U podrucju pH<3 protonirana je amino skupina S$to rezultira porastom vrsne
struje, zatim znatan pad vrine struje anodnog vala za pH>3 zbog utjecaja deprotoniranosti

karboksilne skupine sto se odrzava do pH=6,5 a nadalje se uoc¢ava blagi porast vrine struje.
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Slika 35. Ovisnost vrsne struje oksidacijskog vala ciklickih voltamograma Au/NAC elektrode o
pH. Ciklicki voltamogrami snimljeni su u otopini Britton-Robinson pufera u rasponu

pHvrijednosti od 1 do 8, uz 1 mM [Fe(CN)g]*i 1 mM [Fe(CN)¢]*". Snimljeni su uz brzinu

promjene potencijala od 50 mV/s.

Na slici 36. prikazan je prva derivacija vrsne struje o pH. Minimum krivulje postignut
je pri pH = 2,91 te je tako odredena i vrijednost pk(NAC ) = 2,91. lzmjerena vrijednost dobro

slaZe s vrijednocu pK;=3,1 koja je odredena disocijacijom NACa u vodenoj otopini.

o) ApH
o]
N
1

Slika 36. Prva derivacija vrsne struje oksidacijskog vala ciklickog voltamograma kao funkcije
pH.

Preostali minimumi na krivulji koju prikazuje slika su posljedica eksperimentalnih gresaka i

malih odstupanja u odredivanju vrsne struje.
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8.4. Karakterizacija Au/Au-Cys modificirane elektrode

Karakterizacija se provodi u 0,05 M otopini KCl uz 1 mM otopinu [Fe(CN)¢]*> /
[Fe(CN)e]* pri pH= 2,303 (Britton-Robinson pufer).Cistein sa svojom amino i karboksilnom
skupinom pokazuje mogucnost ioniziranja Sto se odrazava u izgledu ciklickog voltamograma.
Mijerenjem pri pH= 2,303 u molekuli cisteina amino skupina je protonirana u NH;" 3to
rezultira viSom vrSnom strujom oksidacijskog vala modificirane Au-Cys elektrode u odnosu
na Cistu Au elektrodu. Zbog pozitivho nabijene povrsine modificirane elektode, olaksan je
pristup elektrodi negativnom redoks paru Sto rezultira viSom vrSnom stujom za oko 1,5 pA u
odnosu na Cistu Au elektrodu. Udaljenost oksidacijskog i redukcijskog vrha vala za
modificiranu Au-Cys elektrodu iznosi oko 70 mV sto je vrlo blisko Nernstovoj ravnotezni, dok

za Cistu Au elektrodu iznosi oko 200 mV $to ukazuje na znatno odstupanje od ravnoteze.

Slika 37. Cikli¢ki voltamogrami Au i Au-Cys elektrode snimljeni u 0,05 M otopini KCl uz 1 mM
[Fe(CN)6]3'/ [Fe(CN)6]4' pri pH=2,543 (Britton Robinson pufer). Brzina promjene potencijala
50 mV/s. 1-Au elektroda, 2- Au/Cys elektroda
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Na slici 38. prikazana je ovisnost stuje i potencijala pri vrijednostima u podrucju pH=
0,5 — 5,5. Do oko pH=1,5 pristuan je trend blagog rasta vrSne struje zbog protoniranosti
amino skupine u —-NH;* nakon &ega slijedi trend pada vrine struje jer dolazi i do
deprotoniranja karboksilne skupine i negativiranja povrSine. Zbog toga se javljaju
elektrostatske interakcije izmedu Cys monosloja na elektrodi i [Fe(CN)¢]> / [Fe(CN)¢l*
ionskog para te se povecava otpor prijenosu naboja zbog odbojnih sila Sto rezultira padom

vrijednosti vrine struje kod vecéeg pH.

I/ pA

Slika 38. Cikli¢ki voltamogrami Au-Cys elektrode snimljeni u elektrolitu sastavljenom od
Britton-Robinson pufera pH = 0,5 =5,5, 1 mM [Fe(CN)6]*i 1 mM [Fe(CN)6]*". Snimljeni

brzinom promjene potencijala od 50 mV/s

Trend pada vrine struje anodnog vala kod pH >1,5 prikazan je i na slici 39. koja daje
ovisnost stujnog odziva kao funkcije pH. 1z krivulje je moguce ocitati da u tocki infleksije gdje
je pH= pK, vrijednost pK; iznosi oko 1,8 Sto se dobro slaze s njenom teorijskom vrijednoséu
pKi= 1,9 koja je odredena disocijacijom u vodenoj otopini. Usporedbom cisteina s kemijski
sliénim N-acetil cisteinom, acetilna skupina kod NAC-a nesto umanjuje afinitet otpustanja
protona tiola u usporedbi sa cisteinom. Utjecaj acetilne skupine vidljiv je i kod dobivenih
vrijednosti pK koja je kod cisteina pK;= 1,8, a kod NAC-a pK;=2,9.
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Slika 39. Ovisnost vr3ne struje oksidacijskog vala cikli¢kih voltamograma Au/Cys elektrode o

pH. Eksperimentalni uvjeti su isti kao i na prethodnoj slici.

Preciznije odredivanje pK vrijednosti moZe se ostvariti pomocu prve derivacije
prikazane na slici 40. Ciji najveéi val ukazuje da je za Cys pK;=1,8 Sto se dobro slaze s

njegovom teorijskom vrijednocu od pK;=1,9.
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0,1
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0,0

AJA

-0,1-
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Slika 40.: Prva derivacija vrine struje oksidacijskog vala ciklickog voltamograma kao funkcije

pH u svrhu odredivanja pK samoformiranog monosloja Cys na povrsini Au elektrode.
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9. Zakljucak

U ovom radu modifikacija zlatne elektrode provedena je trima spojevima i to: DMSA,
NAC i Cys. Pri dokazivanju prisutnosti samoformiraju¢eg monosloja na povrsini elektrode
koristilo se Cinjenicom da promjena pH vrijednosti otopina u kojima je metal uronjen
rezultira promjenom povrsinskog naboja modificiranih metalnih povrSina. Navedena pojava
omogucavala je odredivanje pK vrijednosti povrsinskog samoformirajuéeg monosloja sto je

bio glavni cilj ovog rada.

Primjenom ciklicke voltametrije pratila se vrSna struja anodnog vala u razlic¢itim
podrucjima pH. Pomoéu prve derivacije vrsne struje po promjeni pH vrlo precizno je bilo
moguce odrediti pK; vrijednost za sva tri ispitivana spoja iz najve¢eg minimuma na krivulji.
Preostali minimumi na krivulji posljedica su eksperimentalnih pogresaka, izmedu ostalog, u

pripremi otopina heksacianoferata koje su pripremane za svako pojedinacno mjerenje.

Uoceno je dobro slaganje eksperimentalno odredene pKj vrijednosti za Nac i Cys s
njihovom teorijskom vrijedno$¢u. DMSA pokazuje potpuno drugaciju povrsinsku vrijednost
pK od onih dobivenih mjerenjem u otopini. Usporedbom kemijski slicnih NAC i Cys s obzirom
na dobivenu vrijednost pK;=1,8 kod cisteina, odnosno, pKi=2,9 kod NAC-a vidljivo je da
acetilna skupina kod NAC-a smanjuje kiselost u uspredbi s cisteinom koji je bez acetilne

skupine u svojoj strukturi.

Buducdi da su testirani spojevi po svojoj strukturi razgranate molekule, to predstavlja
ogranicavajuci faktor u stupnju pokrivenosti elektrode nego Sto bi bilo u slucaju lanc¢anih

molekula kod kojih se zbog manjih steric¢kih smetnji omogucuje veca pokrivenost elektrode.

Konacno, ciklicka voltametrija pokazala se kao prilicno prakti¢na i brza metoda za
odredivanje povrsinske pK vrijedosti u odnosu na ostale analiticke metode. Tom metodom je
izmedu ostalog dokazano da modificirana elektroda ima bolja svojstva od Ciste Au elektrode
na Sto ukazuje razlika strujnih vrhova bliska Nernstovoj ravnotezi kod modificirane elektode,
odnosno, znatno odstupanje kod Ciste elektrode. Elektrokemijska metoda pokazala se

uspjeSnom u odredivanju povrsinske pK vrijednosti za sva tri testirana spoja.
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10.Simboli

E- narinuti potencijal, V

E,- ravnotezni potencijal,V

o- koeficijent prijelaza naboja

n-broj izmijenjenih elektrona

Jo-Struja izmjene u ravnoteznom stanju, A cm’?
T-apsolutna temperatura, K

F- Faradayeva konstanta, C mol™

lp- strujnivrh, A

D,- difuzijski koeficijent oksidirane vrste redoks sustava, cm?s?
c- koncentracija elektroaktivne vrste, mol cm
v- brzina promjene potencijala, V st

z- broj elektrona

R- op¢a plinska konstanta J K™ mol™
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