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SAZETAK

U ovom radu ispitivano je elektrokemijsko ponaSanje elektrode od ugljikove paste te
dijamantne elektrode dopirane borom u svrhu elektrokemijskog odredivanja bisfenola A.
Ove elektrode su zbog svoje pristupacnosti i osjetljivosti vrlo pogodni kandidati za

(bio)senzore.

Mjerenja su vrSena u otopini fosfatnog pufera (0,1 M) pri pH 7. Elektroanaliti¢ko
odredivanje bisfenola A vrSeno je uporabom diferencijalne pulsne voltametrije, DPV
(engl. differential pulse voltammetry). Elektroda od ugljikove paste pokazala je bolji

odziv.

lako obje elektrode literaturno posjeduju veliki potencijal za uporabu kao DNA-
biosenzori, pokazano je da dobiveni rezultati znatno ovise o tretmanu kojem je povrsina
elektrode podlegla prije uporabe. Isto tako, istiCe se vaznost modifikacije aktivne
povrsine elektrode, odnosno same imobilizacije DNA u kontekstu utjecaja na dobivene

rezultate.
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ABSTRACT

In the present paper the electrochemical behavior of both carbon paste and boron doped
diamond electrode was tested for purpose of bisphenol A electrochemical determination.
Since electrodes like these are very affordable and since they possess great sensitivity,

they are very suitable (bio)sensor candidates.

The measurements were carried out in the phosphate buffer solution (0,1M) at pH 7. The
electroanalytical determination of bisphenol A was done using differential pulse

voltammetry. The carbon paste electrode exhibited better response.

Even though both electrodes possess a great potential for being used as DNA-biosensors,
it was shown that obtained results depend on the treatment the electrode underwent before
the utilization. Also, the importance of the surface area modification, as well as the
immobilization of DNA was accentuated in the context of the influence they have on the

obtained results.
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uvoD

Bisfenol je spoj koji se Siroko koristi u kemijskoj industriji. Danas je skoro nemoguce
zamisliti svijet bez plastike. U dobrom dijelu plasti¢nih proizvoda koje svaki dan
koristimo nalaze se opasni spojevi — endokrina ometala. Jedan od takvih spojeva je i
bisfenol A. Pored toga §to smo njegovom utjecaju direktno izlozeni, veliki dio plasti¢ne
ambalaze zavrsi na odlagaliStima otpada, odnosno u morima. Tako dolazi do neposrednog

zagadivanja okoliSa i ekosustava.

Kako bi se ovakav problem rijeSio, znanost neprestano pokuSava na¢i nove metode
analize i uklanjanja Stetnih spojeva iz okoli$a, ali i u samim zivim organizmima. Kao vrlo
zgodne pokazale su se elektrokemijske metode, radi svoje niske cijene, odnosno
pristupacnosti, a opet velike osjetljivosti. Ono $to je vrlo zanimljivo je to da one
omogucuju kako analizu, tako i uklanjanje (oksidacijom) ovakvih Stetnih tvari iz medija

u kojem se nalaze.

Senzori su glavni alati koji se koriste u elektrokemijskim istrazivanjima. Oni su osjetila
sustava koji ih kontrolira. Kada je senzor (elektroda) modificiran bioloskim materijalom,

tada se naziva biosenzorom.

Istrazivanja su pokazala da su DNA-biosenzori vrlo ucinkoviti u analizi prisutnosti
bisfenola u odredenom mediju, pa tako i u odredivanju njegove potencijalne
biotoksicnosti (genotoksi¢nosti) — potencijalni uzro¢nik raka. Stoga su potrebna mnoga
detaljna istraZzivanja u svrhu optimizacije novih, jeftinih, prenosivih i osjetljivih

senzora/biosenzora, odnosno potencijalnih senzora za rak.



1. OPCI DIO



1.1. Uvod u teoriju senzora

Pojam ,,senzor* pojavio se ve¢ 70-ih godina proslog stolje¢a. Kako se razvijala industrija,
neizbjezan je bio i razvoj tehnologije koja ¢e omoguciti ekonomicnije metode analize, Sto
je uvjetovalo i razvoj senzora kao takvih. To je bilo vrijeme brzog napretka u
mikroelektronici, kada je zasnovana tehnicka inteligencija. Strojevi su postali
Hinteligentniji“ i autonomniji. Razvila se i potreba za umjetnim osjetilnim organima koji
bi omogudili strojevima da se samostalno orijentiraju u prostoru. Vjerovalo se da, tada
ve¢ poznati kao, roboti ne bi smjeli izvrSavati zadatke na slijepo. Trebali bi moci
detektirati prepreke i prilagoditi se danoj situaciji. U ovom kontekstu, senzori su
prvobitno predstavljali tehnicke osjetne organe, poput ociju, usiju, ticala i sl. Kao $to i
covjek, pored toga Sto vidi, ¢uje 1 osjeca druge fizicke podrazaje, moze na neki nacin
kemijski osjetiti okolinu kroz okus i miris, tako se i za kemijske senzore moze figurativno

re¢i da predstavljaju umjetne jezike i nosove [1].

Ako prihvatimo pretpostavku da su senzori tehni¢ki osjetni organi, onda mozemo i povuci
paralelu izmedu bioloskih i tehnicki sustava. U Zivom organizmu, receptor osjetilnog
organa je u direktnom kontaktu s okolinom. Okolni podrazaji se transformiraju u
elektrine signale koji putuju Zivéanim stanicama (neuronima) pulsiraju¢i pri odredenom
potencijalu. Jaki podrazaji generiraju visoku pulsnu frekvenciju. Medutim, vodljivost nije
samo funkcija neurona. Nadalje, amplifikacija signala i kondicioniranje se dogadaju
uglavnom u vidu smanjenja signala. U mozgu se informacija obraduje i kona¢no dolazi

do izazivanja reakcije.

Postoji dosta sli¢nosti izmedu Zivih organizama i strojeva, odnosno nac¢ina na koji primaju
1 procesiraju signal. Kao i kod zivih organizama, receptori su i dio tehni¢kog senzorskog
sustava. Receptor reagira na okolne parametre mijenjaju¢i neke njegove svojstvene
karakteristike. Kod susjednog transduktora, primarna informacija se transformira u
elektriéni signal. Cesto moderni senzori imaju i dodatne dijelove za amplifikaciju i
kondicioniranje signala. Na rubu lanca nalazi se mikrora¢unalo, koje radi poput

centralnog Ziv€anog sustava u zivih organizama.



. informacije

osjetni Zivac analogni strujni krug
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Slika 1 - Procesiranje signala kod Zivih organizama i kod inteligentnih strojeva

Iz navedenog se moze vidjeti da je procesiranje signala pomocu digitalnih racunala
neophodno za funkcioniranje senzora, kao $to je organizmu neophodno posjedovati
neurone 1 mozak za fizioloSke procese. Stoga, treba prihvatiti ¢injenicu da senzor ne
predstavlja, takoreci, zamjenu za uredaje poput mikrofona ili jon-selektivne elektrode.

Dapace, koristenje ovih sprava daje novo znacenje rastu¢oj eri senzora.

Jos uvijek ne postoji opée prihvacena definicija pojma senzor iako se €ini prili¢no jasno
Sto mislimo kad upotrijebimo pojam senzor. Ipak, postoje i nedoumice oko toga je li

senzor sam receptor ili je to cijeli sklop koji ukljucuje i transduktor.

Neovisno o tome, sporazumno je zakljueno da svaki senzor mora imati navedene

karakteristike:

. u direktnom kontaktu s predmetom ispitivanja

. transformiranje ne-elektricnog signala u elektri¢ni
. brz odziv

. kontinuirani rad (ili bar u ponovljenim ciklusima)
. mali

. jeftin

Kemicari su ranije oklijevali upustiti se u rad sa senzorima, ali je s vremenom rastao i

njihov interes. Danas se kemijski senzori smatraju pod-disciplinom analiti¢ke kemije iako



uglavnom u Europi. U pocetku nije bilo potrebe za koristenjem senzora, buduci da se
vecina analiza obavljala u, takoreci, centraliziranim velikim laboratorijima. Medutim,
razvojem industrije i znanosti, doSlo je i do razvoja znanosti o okoliSu, pa tako i same
analize okolisa. Mnogi uzorci nisu mogli biti noSeni na duge relacije u potrebe analize,
jer bi putem doSlo do dekompozicije. Odatle i potreba za novim, malim i zgodnim
prijenosnim uredajima — analitickim sondama, koje bi se s lako¢om mogle staviti u
uzorak. Tako je kao prvi kemijski senzor napravljena jon-selektivna elektroda — staklena

elektroda za odredivanje pH vrijednosti [2].

IUPAC je 1991. godine dao jednu opcenitu definiciju kemijskih senzora koja glasi:
Kemijski senzor je uredaj koji transformira kemijsku informaciju, polazeéi od
koncentracije odredene komponente uzorka sve do cjelokupne analize sastava, u jedan

analiticki koristan signal [3].

Kasnije su se pojavile i neke druge, specifi¢nije definicije, koje su bile vise pragmati¢nog
karaktera. Ono Sto je mnogima bilo zajednicko je karakteristika reverzibilnosti. To znaci
da se signal ne bi smio zamrznuti, nego davati odziv na promjene u koncentraciji uzorka
dinamic¢no tijekom mjerenja. Tako su opce prihvacene karakteristike koje kemijski senzor

mora posjedovati:

. transformiranje kemijskih vrijednosti u elektri¢ni signal

. brzi odziv

. ocuvanje aktivnosti tijekom duzeg vremenskog perioda

. mali

. jeftin

. specifi¢an, npr. mora davati odziv na samo jedan analit ili bar biti selektivan

za grupu analita

IUPAC 1991. godine navodi podjelu kemijskih senzora prema transdukciji signala®, tako

da postoje:

. Opticki senzori — transformiraju promjene opti¢kih fenomena, koje su rezultat

interakcije analita s receptorom

! fizitka i kemijska svojstva osjetilnog elementa variraju kao funkcija koncentracije analita, kako bismo
iskoristili tu informaciju, senzor pretvara navedenu promjenu u mjerljivu fizicku vrijednost



Elektrokemijski senzori — transformiraju efekt elektrokemijske interakcije
analit-elektroda u signal koji se moze iskoristiti (ovakvi efekti mogu biti
elektricki stimulirani li mogu nastati kao rezultat spontane reakcije pri ,,nultoj
struji®

Elektriéni senzori — signal proizlazi iz promjene elektricnih svojstava
uzrokovanih interakcijom analita, kada ne dolazi do elektrokemijskog procesa
Senzori osjetljivi na masu — transformiraju promjenu mase na posebno
modificiranoj povrSini u promjenu svojstva pomoc¢nog materijala (promjena
mase je uzrokovana nakupljanjem analita)

Magnetski senzori (uglavnom za pracenje kisika) — zasnivaju se na
paramagnetskim svojstvima plina koji se analizira

Termometrijski senzori — zasnivaju se na mjerenju toplinskog efekt odredene
kemijske reakcije ili adsorpcije koje ukljucuju analit

Drugi senzori — zasnivaj use na apsorpciji ili emisiji zracenja

Biosenzori se ne navode kao posebna grupa buduci da imaju svojstva kemijskih senzora.

Oni se zasnivaju na biokemijskim i bioloskim mehanizmima.

U literaturi se navode joS dvije vrste senzora, koje nisu kemijski senzori u pravom smislu

rije¢i, jer im nedostaje transduktor, pa se mogu ¢ak smatrati naprednim analitickim

reagensima [2]:

Molekulski senzori — posjeduju dvije jedinice od kojih jedna selektivno veze
analit, a druga mijenja fiziko-kemijsko svojstvo kao odgovor na vezanje
analita — prepoznavanje i transdukciju vrsi ista molekula

Nanosenzori — sub-mikroskopski hibridni sastav koji ukljucuje nanocestice i

molekulske spojeve koji posjeduju funkciju prepoznavanja i transdukcije

1.1.1. Uvod u elektroanaliti¢ke metode

Elektroanaliticke metode predstavljaju skupinu analitickih postupaka kod kojih

informaciju, odnosno podatak o koncentraciji, aktivitetu ili nekom drugom podatku

odredivane molekulske vrste (atoma, iona ili molekule) dobivamo posredstvom
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medusobno razmjernih, odnosno analognih elektri¢nih veli€ina, tj. pomoc¢u elektricnog

napona elektri¢ne struje ili elektricnog naboja [4].

Elektrokemijska celija je klju¢ni instrument u kojem se provode elektroanaliticka
mjerenja, a koja se sastoji od posude koja sadrzi otopinu (najcesce je to otopina elektrolita
— ionski vodi¢) u koju su uronjene elektrode — elektronski vodi¢i. One imaju dvojaki
karakter, jer na njima moze nastati dana elektri¢na veli¢ina, dok mogu sluziti i za

dovodenje iste iz vanjskog izvora [5].

Elektroda ima ulogu senzora (osjetila) kada biva uronjena u otopinu, jer se tada dolazi do
elektrokemijske reakcije prilikom koje se promjena koncentracije molekulske vrste
manifestira kao promjena razlike potencijala uspostavljene na dodirnoj povrsini
elektroda-otopina. Pored toga, elektroda moze biti sredstvo za dovodenje elektricne
veli¢ine koja uzrokuje promjene na dodirnoj povrSini elektroda-otopina. Kao produkt

navedene promjene nastaje neka druga veli¢ina koju mjerimo [6].

1.1.2. Voltametrija

Voltametrija je zajednicki naziv za niz elektrokemijskih metoda koje se zasnivaju na
mjerenjima odnosa struje i potencijala kod elektrokemijskog procesa na radnoj elektrodi.
Signal pobude je elektri¢ni napon, a signal odziva je struja ¢elije, a mjeri se kao funkcija

narinutog napona [7].

1.1.2.1. Cikli¢ka voltametrija

Kod cikli¢ke voltametrije, CV (engl. cyclic voltammetry) kao radnu elektrodu koristimo
mikroelektrodu. Potencijal se povecava linearno s vremenom i mjeri se struja. Struja se
poveéava kako se priblizavamo potencijalu elektroaktivnog materijala. Struja je
ogranicena povrSinom radne elektrode te stopi pri kojoj analit moze difundirati na
elektrodu. Ova metoda se temelji na principu da se porastom napona dolazi do reakcije

elektroaktivne vrste te kada vrsta izreagira dolazi do obrata smjera potencijala. Dakle,



povratni posmik je sposoban odrediti bilo koji elektroaktivni produkt nastao polaznim

posmikom [5].

Graficki prikaz odziva cikli¢ke voltametrije nazivamo ciklickim voltamogramom.

O+e = R
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i.//
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Slika 2 - Signal pobude i signal odziva za cikli¢ku voltametriju [4]

1.1.2.2. Diferencijalna pulsna voltametrija

Kod diferencijalne pulsne voltametrije, DPV (engl. differential pulse voltammetry)
potencijal se odreduje pomocu serije pulsova. Razlika Svaki od potencijala namjesta se
na malu amplitudu (10-100 mV) i dodaje na bazni (osnovni) potencijal. Trenutni
potencijal se mjeri na dva mjesta za svaki puls - prvi prije primjene pulsa, a drugi na kraju

pulsa. Potom se mjeri razlika izmedu izmjerenih vrijednosti kao funkcija potencijala.

Prinyenjeri | [+ Sirina pulsa
potencijal—\l/ Faza mjerenja
E
T
Amplituda
%I Ie Faza mjerenja
k— Faza pulsa
Tiha faza

t

Slika 3 - Oblik potencijalnog vala za diferencijalnu pulsnu voltametriju (DPV) [8]



1.2. Dijamant kao materijal za izradu elektroda

Ugljik je Sesti po redu u Periodnom sustavu elemenata (PSE) s 1s22s22p? konfiguracijom
u osnovnom stanju. Ono §to ga ¢ini jedinstvenim u odnosu na druge elemente je njegova
sposobnost kreiranja razli€itih tipova vrsta veza, §to je posljedica moguénosti njegovih
elektrona da ,,Setaju’ izmedu s i p stanja — hibridizacija orbitala. Kao rezultat, ugljik moze
tvoriti jednostruke, dvostruke ili trostruke kovalentne veze s drugim atomima ugljika te s
drugim elementima. Budu¢i da se nalazi u drugoj periodi PSE, nije ni elektropozitivan ni

elektronegativan, pa je vjerojatnije da ¢e dijeliti elektron, nego li ga dati ili primiti.

Uzimajuéi u obzir tip veze izmedu atoma ugljika, postoje alotropske modifikacije ugljika,
razlicite kristalne strukture, a istog kemijskog sastava. Drugacija struktura predodreduje
drugaéija svojstva. Cetiri valentna elektrona mogu tvoriti sp, sp? i sp® konfiguraciju, $to
vodi do nastanka razli¢itih linearnih, planarnih i zatvorenih (engl. bulk) struktura s
koordinacijom 2, 3, 4 i interveznim kutovima od 180, 120 i 109,47 stupnjeva. Dijamant
je potpuno sp® hibridiziran, s vezama koje su duge 1,54 A. Visoka ¢vrstoca dijamanta i
vrlo niska elektrovodljivost rezultat su jakih veznih energija C-C veza, koje su

tetracdarski rasporedene u Kristalnoj reseci.

Slika 4 - Strukture glavnih alotropskih modifikacija ugljika. a) 3D kubi¢ni dijamant i
Sesterokutni lonsdelit sa sp® vezama; b) 2D slojeviti Sesterokutni grafit sa sp? vezama;
¢) 1D nanocjev¢ice i 0D fulereni poput Ceo sa Sp? vezama i d) amorfni ugljik (¢ad,

karbeni) sa sp vezama. Iznad su prikazane odgovarajuée kemijske orbitale [114].

Budu¢i da je dijamant na sobnoj temperaturi izvrstan elektri¢ni izolator s otpornosc¢u koja

je ve¢a od 10'° Qcm. Jedna, vrlo zgodna, metoda koja omoguéuje materijalu da postane
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poluvodi¢ je dopiranje, $to podrazumijeva stvaranje elektricnog naboja (elektrona i
Supljina). To se ostvaruje uvodenjem necisto¢a kako bi se modificirao broj i tip prisutnih
slobodnih nositelja naboja — ekstrinzi¢ni poluvodic, za razliku od intrinzi¢nih poluvodica
koji su toliko Cisti da necisto¢e neznatno utjecu na elektricna svojstva. Sukladno,

necistoce se nazivaju dopanti.

Postoje dvije skupine dopanta — atomi donori (fosfor, arsen i antimon) i atomi akceptori

(bor, aluminij, galij, indij i dr.).

U prvom slucaju, atom akceptor je dopiran atomom donorom koji ima visi valentni broj.
Primjerice, ugljikov atom ima ¢etiri valentna elektrona. Svaki od njih je kovalentno vezan
za jedan od Cetiri elektrona susjednih atoma ugljika. Teoretski, ako se u kristalnu reSetku
umjesto ugljika ugradi atom s pet elektrona u valentnoj ljusci (npr. arsen), tada ¢e atom
imati Cetiri kovalentne veze i jedan slobodni elektron. Taj slobodni elektron slabo je vezan
za atom i moze se lako pobuditi i prijeéi iz valentne ljuske u vodljivu. Pobudivanje takvih
slobodnih elektrona ne rezultira stvaranjem Supljina i u takvom materijalu broj elektrona
daleko nadmasuje broj Supljina te koristi elektrone kao glavne nositelje naboja. Ovaj tip

vodljivosti naziva se n-tip [9].

U drugom slucaju, koristi se atom akceptor koji ima nizi valentni broj nego materijal koji
se dopira. Primjerice, u kristalnu reSetku ugljika se umjesto njegova atoma moze ugraditi
trovalentni atom (npr. bor). Rezultat su tri kovalentne veze uobicajene u kristalnoj resetki
ugljika i jedan slobodni elektron. Na taj nacin atom dopanta moze prihvatiti elektron iz
atoma vezanog u susjednu kovalentnu vezu za popunjavanje Cetvrte veze. Praznina koja
nastaje stvara Supljinu za svaki elektron koji nedostaje iz veznog para. Glavni nositelji
naboja u ovom sluc¢aju su Supljine koje nastaju kada elektroni napuste valentnu ljusku.
Trovalentni dopant je okarakteriziran kao akceptor, jer injektira mnoge Supljine koje su

glavni nositelji naboja. Ova vrsta materijala - poluvodica naziva se p-tip [9].

Ipak, uspjesno dopiranje dijamanta ostvaruje se uvodenjem necisto¢a p-tipa (bora) na
supstitucijska mjesta u kristalnoj reSetki. Zanimljivo je da za velike koncentracije
dopiranja (preko 102! atoma bora po centimetru kubi¢nom) otpornost pri sobnoj

temperaturi pada na 10 Qcm.

Do problema kod dopiranja n-tipom necistoca dolazi zbog visoke energije aktivacije
akceptora koja npr. iznosi 1,7 eV za dusik te zbog poprilicno smanjene mobilnosti nosioca

u slucaju dopiranja fosforom. Za razliku od ovoga, kod dopiranja p-tipom necistoca,
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atomi bora u dijamantu imaju funkciju akceptora s aktivacijskom energijom od 0,37 eV.
Zbog toga, uspjesno dopiranje n-tipom, koje bi bilo od ikakve koristi za koristenje

materijala u mjerenjima, nije ostvareno [10].

Dijamantni kristali koji se danas koriste za izradu detektora odlikuju se iznimnom
¢isto¢om te ih mozemo smatrati gotovo intrinzi¢nim (mala koncentracija uvijek prisutnih
necisto¢a uglavnom rezultira vrijednostima koncentracije slobodnih nositelja naboja

manjim od 10% cm™), a odlikuju ih vrlo male struje curenja, reda nA ili ak pA.

1.2.1. Dijamantne elektrode dopirane borom

Ugljikove elektrode se naSiroko koriste u razli¢ite svrhe, posebice u elektrokemiji, npr.
senzori ili kataliticke potpore gorivim ¢elijama, uz sp? ugljik koji se pokazao vrlo
popularnim, naro¢ito kod izrade staklastog ugljika, GC (engl. glassy carbon), visoko
uredenog pirolitickog grafita, ugljikovih nanocjev¢ica, CN (engl. carbon nanotubes) i sl.
[11].

Medutim, u novije vrijeme na scenu stupa sp° ugljik (npr. u slu¢aju dijamanta) sa svojom
prakticnoscu i jedinstvenoscu, koje ¢e mu vrlo brzo izgraditi put za Siroku uporabu u

elektrokemijskim istrazivanjima.

Ono $to dijamant ¢ini posebnim je upravo njegova sp® hibridizacija koja mu daje
sposobnost tetraedarskog vezivanja duz resetke tako dovodeci do ekstremnih svojstava.
Svojstva po kojima je definitivno prepoznatljiv su ¢vrstoca, visoka toplinska vodljivost
te elektricna otpornost, Sto ga zapravo 1 ¢ini vrlo dobrim poluvodi¢em. Ovo ga, na prvi
pogled, ¢ini beskorisnim jednom elektrokemicaru za razliku od sp? materijala u njihovom
intrinzi¢nom stanju. Medutim, kao $to je ranije i spomenuto, njegova elektricna svojstva
moguce je znatno poboljsati uvodenjem necistoca (dopanta) u sustav. Treba zamijetiti da
s obje strane ugljika u periodnom sustavu leZe bor slijeva, kao p-tip te duSik zdesna kao
n-tip dopanta. Bitno je imati na umu da ¢e bor, za razliku od dusika, efektivno zauzeti isto
mjesto na kojem su bili izmjeSteni atomi ugljika uz vrlo nisku energiju aktivacije (0,37
eV) te je tako moguce dopiranje visokog stupnja. Iz toga proizlazi zakljucak da je to
razlog zaSto znanstvenici preferiraju koristenje bora kao dopanta u elektrokemijskim

studijama.
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Doba dijamantnih elektroda pocelo je u osamdesetim godinama kada su znanstvenici po
prvi put predloZili jon-implantirane dijamantne elektrode, odnosno poluvodicki dijamant
za uporabu u fotoelektrokemiji. Od tada je zabiljezen ogroman rat uporabe istih u razne
svrhe poput Li-jon baterija, gorivih celija, dijamantnih biosenzora i sl. Najvecu
popularnost stekao je upravo polikristali¢ni dijamant dopiran borom, BDD (engl. boron
doped diamond). Prve provedene studije su pokazale da je on iznimno pogodan za
elektrosintezu, elektroanalizu te elektrokemijski tretman otpada. Tek kasnije, bazi¢na
istrazivanja dovela su do zakljucka da se radi o potencijalnom poluvodicu Siroke
zabranjene zone s dobrim elektrickim, mehanickim i1 kemijskim svojstvima. Pocetkom
ovog stoljeca pocela su i intenzivna istrazivanja koja su se ticala uporabe BDD kao
elektronickog uredaja u biosenzorici baziranog na dijamantu, optoelektronici, akustici,
kvantnom racunalstvu te drugim naprednim tehnologijama. Ono $to je za kemiju od
velikog znaCaja je sveprisutna potreba uporabom BDD u elektroanalitickim
istrazivanjima kako organskih, tako i anorganskih analita, Sto se i vidi iz neprestanog

porasta publiciranih radova iz godine u godinu.

Prema literaturi, redovito citirana svojstva dijamantnih elektroda dopiranih borom,

BDDE (engl. boron doped diamond electrodes) su:

e Siroko radno podrugje (potencijala), tzv. solvent window?

e niske pozadinske struje

e smanjeno nakupljanje naslaga (tzv. fouling effect)

e otpornost prema koroziji pri visokim temperaturama i tlakovima te u izazovnom
okruzju

e biokompatibilnost

Ne treba zaboraviti da sva svojstva variraju o nac¢inu proizvodnje odnosno razvoju kristala

pri sintezi elektrode.

Tanki BDD filmovi posjeduju odredena izvrsna elektrokemijska svojstva: niske i stabilne

pozadinske struje u Sirokom rasponu potencijala, otpornost prema koroziji, visoka
termicka vodljivost i visoke gustoce struja. Pored toga, pruZzaju mikrostrukturnu stabilnost

pri ekstremnim katodnim i anodnim potencijalima i otpornost prema stvaranju naslaga

2 podrugje potencijala u elektrokemijskom mjerenju u kojem supstanca nije ni oksidirana, ni reducirana

11



zbog slabe adsorpcije polarnih vrsta na H- i O- terminiranu povrsinu, $to omogucuje

dobar odziv za mnoge redoks analite, ¢ak i bez pred-tretmana.

Pored ostalih, velika paznja posvecuje se upotrebi BDD tankih filmova u elektroanalizi,
kao jednostavnih elektrokemijskih senzora, koriStenjem kod voltametrijskih metoda ili
¢ak sparivanjem s proto¢nim metodama (HPLC, FIA, CZE). Tako koristeni, pogodni su
za analize organskih i anorganskih analita te za specijaliziranu primjenu kao

bioelektrokemijski senzori temeljeni na BDD.

1.2.1.1. Razvoj dijamanta dopiranog borom

Nije nova spoznaja da se dijamant moze sintetizirati. lako se prije mislilo da je dijamant
moguce pronaci samo u prirodi, jo§ davnih 1950-ih sinteza dijamanta postala je moguca
koriStenjem visokotlaéne visokotemperaturne, HPHT (engl. high pressure high

temperature) metodologije [12].

Kasnije, krajem 1980-tih, izumljena je sinteza dijamanta iz ugljikovih vrsta u plinovitoj
fazi, tzv. taloZenje kemijskom parom, CVD (engl. chemical vapour deposition) pri niskim
tlakovima. CVD razvoj dijamanta oslanja se na stvaranje ugljikovih radikala i relativno
visokih koncentracija disociranog vodika. Kako bi se omogu¢ila i prikladna povrSinska
Kinetika, povrsine za razvoj je potrebno zagrijati na visoke temperature, uglavnom vise
od 700°C [13, 14].

Za komercijalnu i laboratorijsku proizvodnju CVD je najpopularnija metoda, jer
omogucuje kontrolu procesa inkorporacije dopanta i razvoja na velikim povrSinama, kao
1 na strukturiranim supstratima. Prilikom CVD stvara se plazma koristenjem bilo vruc¢ih
filamenata, HF (engl. hot filaments), bilo mikrovalova, MW (engl. microwaves). Ono Sto
mikrovalovima daje prednost je to Sto kod njih ne postoji temperaturno ogranicenje,
odnosno temperature plazme nisu ograni¢ene tockom taljenja filamenata. Rezultirajuce
vise temperature MW-CVD dovode do visih koncentracija H atoma. Medutim, veéina
proizvodaca je prihvatila HF-CVD kao komercijalnu budu¢i da ona omogucuje razvoj na
velikim povrSinama iako treba imati na umu da se uporabom MW-CVD postize veca

fazna Cistoca i brzi rast. Tipi¢ni uvjeti rasta ukljuc¢uju C/H omjere od 0,5-2%, tlakove od
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10-150 Torr, temperature supstrata od 700-1000°C, snagu mikrovalova od 1000-1300 W,

odnosno temperature filamenata i do priblizno 2800°C [15].

Obicno se koristi Si-podloga za razvoj BDD koji ¢e biti rabljen u elektroanalizi. U CVD
reakcijsku komoru stavi se izvor ugljika, npr. u obliku metana, te bor kao dopant u
plinskom stanju, npr. B2Hs ili B(OCHs)s, uz obvezno prisustvo vodika. Hz je neophodan
budu¢i da plazma-generirani H atomi terminiraju vise€e povrSinske veze, sprjeCavaju
rekonstrukciju povrsine i reagiraju s sp i sp? ugljikovim mjestima kako bi ih potencijalno
izrezali iz sloja u kojem se odvija rast. Navedeni parametri rasta buduci da ¢e oni
kontrolirati svojstva poput omjera ne-dijamantni-dijamantni ugljik (kvalitativno

smatranim sp?-sp® omjerom), debljine filma, teksture i veli¢ine zrna [16].

Uporaba polikristali¢nih supstrata rasta rezultira polikristali¢cnim dijamantnim filmovima,
koji sadrze dijamantne kristale razli¢itih faseta® ili zrna. Supstrat rasta mora biti stabilan
pri CVD uvjetima rasta te mora imati niski ekspanzijski koeficijent. Pogodni supstrati
ukljucuju Si, Nb, Mb, Ti, Ta te W prikladno tretirane (npr. abrazija), Sijane s dijamantnim
nanoCesticama ili elektricki pristrane, kako bi se osigurala povecCana gustoca
nukleacijskih mjesta za poboljSanje sinteze dijamanta. Veli¢ina dobivenog zrna ovisi o
uvjetima rasta poput vremena, temperature, tlaka, sastava plina (npr. vodik-ugljik i vodik-
bor omjer) te dodatka plemenitih plinova poput argona i dr. Ovo dovodi do podjele

dijamanta dopiranog borom u sljedeée kategorije [16, 17, 18, 19]:

e ultra-nanokristali¢ni (UNC, engl. ultra-nanocrystalline) — veli¢ina zrna manja od
10 nm
e nanokristali¢ni (NC, engl. nanocrystalline) — veli¢ina zrna izmedu 10 nm i 1 ym

e mikrokristali¢ni (MC, engl. microcrystalline) — veli¢ina zrna ve¢a od um

Kako kristalografska orijentacija* utje¢e na unos bora, treba imati u vidu i ¢injenicu da

¢e polikristalicna povrSina biti dopirana heterogeno.

Smatra se da se ugradnja ne-dijamantnog ugljika (NDC, engl. non-diamond carbon)
pretezno odvija na granicama zrna iako je ugradnja u pojedinacne fasete takoder moguca.

Stoga NDC moze biti elektrokemijski znacajan kod UNC 1 NC dijamanta dopiranog

3 ploha kristala
4 orijentacija kristalne reSetke u odnosu na neki referentni okvir, obi¢no okvir definiran geometrijom
uzorka
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borom s obzirom na Cinjenicu da je kod njih gustofa granica zrna znacajno veéa.
Virtualno je nemoguce sintetizirati UNC koji ne sadrzi NDC. Kako se povecavaju
koncentracije dopanta (bora), takoder je teZe sprijeciti formiranje NDC ¢ak i kod MC
dijamanta dopiranog borom. Usprkos tome, tehnike razvoja su usavrsene do te razine da
je moguce razviti visokodopirani MC dijamant dopiran borom sa zanemarivim udjelom
NDC.

Pri stalnim uvjetima rasta, kako se vrijeme rasta povecava, veli¢ina kristalnih faseta raste
s debljinom filma kako je i prikazano na slici 5. NC dijamant dopiran borom nizeg NDC
sastava moZze se dobiti koriStenjem uvjeta za rast za visokokvalitetni MC dijamant dopiran
borom (veliki omjer H atoma prema metil-radikalima), ali uz zaustavljanje prije no $to
zrna postanu prevelika. UNC i NC filmovi su tanki (Sirine u um i manje) te se radi lak3eg
rukovanja ostavljaju vezanim na supstrat rasta. MC filmovi su deblji i kada su jako debeli
(Sirine u stotinama um) mogu biti uklonjeni sa supstrata rasta, kada se i nazivaju

samostoje¢im [13].

(a)

Slika 5 — Shematska (a) i pretrazno-elektronsko mikroskopska (b) slika popre¢nog
presjeka rasta MC BDD. Obje vrlo ¢isto prikazuju se veli¢ina zrna povecava
poveéanjem debljine filma. Opticka slika (c) samostojeceg MC BDD koji je
uklonjen s podloge rasta, lepan s obje strane te laserom izrezan na diskove [13].

Za CVD jednog kristala dijamanta dopiranog borom, jednokristali¢ni dijamant je koristen
kao supstrat rasta kako bi se potakao homo-epitaksijalni® rast. Ovakvi supstrati se
uglavnom razvijaju koristenjem HPHT tehnologija, kod kojih je kapsula za sintezu koja

sadrzi grafit i ,,sjemene* kristale komprimirana pod tlakom od desetine tisu¢a atmosfera

5 Epitaksija podrazumijeva adsorpciju kristalnog nad-sloja na kristalni supstrat. Prema navedenom homo-
epitaksija je epitaksija vrSena samo jednim materijalom, kod koje se kristalni film razvija na supstratu istog
materijala.
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I zagrijavana pri 1800 K uz prisustvo metalnog otapala. Kristali dobiveni na ovaj na¢in
Cesto su mali 1 dopirani duSikom. Medutim, istrazivacke spoznaje koje se ticu
jednokristalicnog dijamanta dopiranog borom nisu ni blizu onima o polikristali¢nom.
Prema tome ne postoji ni elektrode temeljene na jednokristalicnom dijamantu dopiranom
borom [20].

1.2.1.2. Znacaj gustoée dopanta

Poznato je da BDD nije konvencionalni elektrodni materijal te da je pod definiciji
poluvodi¢ koji sadrzi priblizno 2x10?® C atoma po cm? u kristalnoj resetki. Dopiranje
borom uvodi akceptore p-tipa (rupe) u reSetku. Ukoliko se dopira s dovoljno bora tako da
je gustoca akceptora dovoljno visoka, tada ga mozemo opisati kao ,,semi-metalnog” ili

»halik metalu® uz smanjen broj nositelja naboja u odnosu na klasi¢ne metale.

Obic¢no priblizno 1 C atom u 1000 mora biti zamijenjen B atomima kako bi doSlo do
degeneriranog dopiranja i semi-metalnih svojstava, $to je otprilike 10%° B atoma po cm®.
Problem se javlja kod gusto¢a dopanta koje su manje od ove buduéi da ¢e tada materijal
karakterizirati ,,skakutavi“ prijenos te poluvodicka svojstva p-tipa s gustocom dopanta od
10'° B atoma po cm? ili manjom. Dostupnost nositelja naboja za elektrokemiju se

smanjuje smanjenjem gustoce dopanta [21, 22].

Kwvalitativno je vrlo znacajna boja dijamanta. Dopiranjem se dijamant postize prozirno
plavu boju Sto ukazuje na poluvodi¢ka svojstva, dok se povecanjem koncentracije
dopanta dolazi do crne boje, Sto govori da se radi o dijamantu nalik metalu. Medutim,
treba imati na umu da kada se dijamant razvija s visokim udjelom NDC te kada izrasta

brzo i iz malih zrna takoder moZe biti crn [23].
Koncentracija bora se obi¢no izrazava na tri nacina:

1. u ppm-ovima — koncentracija bora u plinovitoj fazi u odnosu na izvor ugljika
2. kao % bora u odnosu na ugljik u plinovitoj fazi

3. kao broj atoma bora po cm? u krutoj fazi
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1.1 2. pruzaju kvalitativne informacije o tome sadrzi li dijamant dovoljno bora da se
smatra nalik metalu ili ne. Medutim, kako bi se dobila kvantitativna vrijednost (3.),
neophodno je koristiti napredne tehnike poput sekundarne jonske masene spektrometrije

(SIMS, engl. secondary ion mass spectrometry) ili borove nuklearne reakcijske analize.

1.2.1.3. Terminacija povrsine

Prvo ¢emo se kratko osvrnuti na dostignu¢a kvantne mehanike. Prema kvantnoj teoriji
atom se isklju¢ivo moze pojaviti u tocno definiranim energetskim stanjima, S tim da su
kod izoliranih atoma ta stanja prili¢no ostra. Treba imati na umu da se u krutinama atomi
ne mogu gledati kao odvojene jedinice budu¢i da se neposredno blizu jedan drugome te

su kemijski vezani za najbliZzeg susjeda.

Energetska vrpca koja je rezultat veznih orbitala molekule se naziva valentna vrpca (VB,
engl. valence band), dok vodljiva vrpca (CB, engl. conduction band) nastaje spajanjem
protuveznih molekulskih orbitala. Elektronsko stanje najviSe energije unutar valentne
vrpce predstavlja najvisu popunjenu molekulsku orbitalu (HOMO, engl. highest occupied
molecular orbital), a elektronsko stanje najnize energije unutar vodljive vrpce predstavlja
najnizu nepopunjenu molekulsku orbitalu (LUMO, engl. lowest unoccupied molecular
orbital). Podru¢je izmedu te dvije vrpce se naziva zabranjena zona ili energijski procjep
(Eg). Elektroni se ne mogu nalaziti unutar raspona energija zabranjene zone. Najvisi
popunjeni energetski nivo u ¢vrstim tvarima pri temperaturi apsolutne nule naziva se

Fermijev nivo [9].

Veli¢ina zabranjene zone govori o tome je li materijal metal, poluvodic ili izolator. Kod
metala ne postoji raspon energija zabranjene zone, $to znaci da je Eq=0. Tu se vodljiva i
valentna vrpca preklapaju, $to elektronu omogucuje neometan prelazak u vodljivu vrpcu.
Kod poluvodic¢a postoji zabranjena zona koja ne moze biti veca od 3 eV, Sto i dalje
osigurava moguénost skoka elektrona u vodljivu vrpcu. Medutim, kada govorimo o
izolatorima treba imati u vidu da se govori o zabranjenoj zoni vecoj od 3 eV. To znaci da
je zabranjena zona toliko velika da je elektronu u potpunosti onemogucen prelazak iz
valentne u vodljivu vrpcu (pri sobnoj temperaturi). Buduéi da se tu radi o materijalima
¢ija je valentna vrpca potpuno popunjena elektronima te da elektroni ne mogu prevazici

energetsku barijeru izmedu valentne i vodljive vrpce, za izolatore kazemo da su iznimno
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slabi vodi¢i pri sobnoj temperaturi. Na slici 6 ilustrirana je razlika u visini zabranjene

zone za vodiCe (metale), poluvodice i izolatore.

Energija (eV)

A

preklapanje

vodljiva
vrpca

==------------=--=-===-=-%73branjena zona (E
Fermijev nivo J (Eo)

valentna
vrpca

a) b) C)

Slika 6 - Energetski dijagram vrpci za vodice, poluvodice i izolatore

Razumijevanje terminacije povrsine je vazno iz nekoliko razloga [24]:

e funkcionalizacija elektrodne povrSine moze znacajno utjecati na kinetiku

prijenosa elektrona unutarnje sfere redoks procesa

e terminacija BDD povrsine utjeCe na svojstva vlazenja elektrode

e polarnost povrSinske veze rezultira elektrostatskim interakcijama koje mogu

Dijamant koji je razvijan u CVD plazma-reaktoru ostavlja komoru za rast vodik-

terminiranom (H-terminiranom) pod uvjetom da je izvr$eno hladenje u atmosferi vodika.

Ovo rezultira hidrofobnim povrSinama kod kojih kontaktni kutovi vode iznose priblizno

90° (izolirajuci dijamant). Zanimljivo je da postoje dokazi da se povecanjem udjela BDD

smanjuje hidrofobni kontaktni kut. H-terminirana povrsina je uglavnom stabilna na zraku

1 nekoliko mjeseci iako lagano oksidira tijekom vremena, tako postajuci hidrofilnija.

Pored toga, H-terminiranje (-C%-H?®") dovodi do poveéanje energija valentne i vodljive

vrpce te negativnog elektronskog afiniteta. S druge strane, povrsinska oksidacija je

takoder moguca. To u elektrokemijskom smislu znaci da je potrebno izvrsiti anodnu

polarizaciju. Tako dobivene Kisik-terminirane (O-terminirane) povrsine (-C>*-O%
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) odlikuje suprotna vezna polarnost, Sto uglavnom rezultira smanjenjem energetskih
nivoa i pozitivnim elektronskim afinitetom — hidrofilnost [25, 26, 27, 28, 29, 30, 31].

lako je dijamant sastavljen isklju¢ivo od C atoma, njegova povrSina prije biva
stabilizirana vezanjem ugljika s drugim elementima. Vazno je naglasiti da se kod
razvijanog dijamanta uvijek radi o H-terminaciji. Nedopirani H-terminirani dijamant
ponasa se kao izolator u vakuumu, ali pokazuje osobine vodica p-tipa kada je izlozen
zraku. Ovo je u kontrastu s O-terminiranim dijamantom, koji, iako u prirodnom stanju
elektri¢an, pokazuje izolatorska svojstva u vakuumu i na zraku. Ono $to je sigurno je to
da je vodljivost povezana sa sadrzajem vodika. Pored navedenog postoji i fluorirani
dijamant (F-terminirani), koji zasad ima najSire podrucje potencijala (5 V radno
podrucje), koji je ograni¢en samo formiranjem slobodnih vodikov (pri -2,3 V) te hidroksi-
radikala (pri 2,74 V). Elektrode ovog tipa dobivaju se radio-frekvencijskim plazma-
fluoriranjem. Pored toga, literatura navodi da treba imati u vidu da je podrucje rada uze

kod H-terminiranih povrsina u odnosu na O-terminirane [32, 33].

Nuzno je povremeno provjeriti povrsinsku terminaciju kako bi se utvrdilo stanje povrSine,
posebno ako je H-terminirana elektroda koriStena dulje u anodnom podrucju prilikom
ciklicke voltametrije (CV) te kronoamperometrijskih analiza. Ovo se najlak3e radi tako
da se provjere kontaktni kutovi. Oksidirane povrsine karakteriziraju kontaktni kutovi
vode izmedu 0,6° 1 65° u ovisnosti 0 metodi O-terminacije, hrapavosti povrsine i sl. Kako
bi se H-terminacije preobratila u O-terminaciju moguce je izvrSiti odredene radnje poput
kuhanja u Kkiselini, poliranja aluminom, izlaganja kisikovoj plazmi, fotokemijske
oksidacije, reakcije s kisikom pri visokim temperaturama te anodne polarizacije, kako je
gore i naznaceno [25, 31, 34, 35, 36, 37, 38].
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Slika 7 - Kontaktni kut kod H-terminacije (lijevo) te O-terminacije (desno) BDD povrsine

Kako bi se dobile detaljnije informacije o funkcionalizaciji povrSine neophodna je
uporaba metoda poput Ramanove, Augerove te rendgenske fotoelektronske
spektroskopija (XPS, engl. X-ray photoelectron spectroscopy), pretrazne elektronske
mikrografije i dr. Razli¢ite procedure oksidacije ¢e rezultirati razlicitim kemijskim
funkcijama, Sto je pod kontrolom udjelom zrna razli¢ite orijentacije na polikristalicnoj
elektrodnoj povrsini. S druge strane, povrsinska kemija ¢e jako utjecati na karakteristike
transfera elektrona vrsta u unutarnjoj sferi. Stoga je za interpretaciju kinetike transfera
elektrona bitno znati koje kemijske grupe se nalaze na povrsini te koliko su one stabilne

u odredenoj podrucju potencijala koje je od interesa za elektrokemijsku reakciju.

Cak i kod komercijalnih elektroda je terminacija problemati¢na, jer na primjer elektroda
moZe postati nepotpuno H-terminirana samo radi dugog stajanja na polici. Ne zna se jos
sa sigurno$¢u moze li katodna polarizacija re-hidrogenirati povrsinu elektrode. Primjena
negativnog napona od priblizno -3 VV u 0,5 M otopini H2SO4 predlaZze se kao metoda za
H-terminiranje, ali nisu napravljene usporedbe ovog (elektrokemijskog) tretmana s
metodom s vodikovom plazmom. Ono $to je zanimljivo je to Sto literatura navodi mnoge
katodne tretmana BDD povrsine kao na¢ine H-terminacije, ali bez XPS dokaza. Jedan od
radikalnih prijedloga je Zestoki tretman pri katodnom potencijalu od -35V, 5 minu 2 M
HCI otopini, kojim se postize vrlo visoka sli¢nost H-terminaciji postignutoj vodikovom
plazmom. lako se do danas tretman vodikovom plazmom i dalje smatra najpouzdanijim
[30, 39, 40, 41].
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1.2.1.4. Prisustvo NDC

Elektroda je -elektrokataliticki inertnija ako je vise NDC prisutno u matriksu.
Elektrokemijski gledano, ovo zna¢i smanjeno podru¢je rada, povecane pozadinske i
kapacitivne struje (i smanjene granice detekcije) te povrSine podloZznije nakupljanju
naslaga. NDC takoder moze utjecati i na nacin kako se elektroda ponasa prema razli¢itim
redoks sustavima, posebno onima koji su povrsinski osjetljivi. Stoga je bitno znati sadrzi
li elektroda NDC te ako da, kako to utjeCe na mjerenje od interesa. Najlaksi nain za
kvalitativnu provjeru udjela NDC je Ramanova spektroskopija, a isto tako tehnika je u

mogucénosti i dati kvalitativnu procjenu o sadrzaju bora [13].

1.2.1.5. Zavrsna obrada povrsine

BDD elektrode mozemo pronaci u 2 stanja — neobradene i polirane. Pored toga, povrsina
elektrode moze biti i kemijski obradena. Sto se ti¢e neobradenih povrsina, MC BDD je
prirodno hrapaviji u odnosu na NC ili UNC BDD, Sto se mora uzeti u obzir kada se govori
o vrijednostima elektricnog kapaciteta elektrode. Isto tako, mikroskopska vizualizacija
modificiranih BDDE je takoder mnogo jednostavnija kod ravnijih povrSina. Elektrode
tankog filma (tanje od 50 um) ostavljaju se neobradene na supstratu rasta buduci da je
poliranje teSko, a za NC i UNC je skroz nepotrebno, jer se tu radi o hrapavosti znatno
manjoj od 1 um. Deblji filmovi su pogodniji za poliranje. Razvoj debelog BDD rezultira
nastankom velikih zrna, $to uz to znaci i da je materijal dovoljno mehanicki robustan da
moZze biti uklonjen s donjeg potpornog materijala. Koristenjem samostojec¢ih elektroda
osigurava se da nikad ne dode do delaminacije® s potpornog supstrata rasta tijekom rada

pri odredenim kemijskim uvjetima [42].

Kako bi poliranje bilo obavljeno valjano potrebno je imati specijalizirane koture
impregnirane dijamantom kako bi se proizvela hrapavost nanometarskog reda veli¢ine.
Kod polikristali¢nih materijala ovaj postupak naziva se lepanjem’. Budu¢i da postupak
zahtijeva visoku vjestinu, jer u suprotnom moze do¢i do oste¢enja pod-povrsine §to Ce

stvoriti defekte koji ¢e zarobiti nositelje naboja. U drugu ruku, poliranje visokodopiranog

" vrlo fini abrazivni postupak obrade materijala koji se provodi upotrebom abrazivnih zrna
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MC BDD pazljivo kontroliranim procesom ima zanemariv utjecaj na elektrokemijska

svojstva elektrode.

1.2.2. Pred-tretman i njegov utjecaj na svojstva BDDE

Elektrokemijsko ponaSanje (odziv) BDDE je pod snaznim utjecajem njenih dviju
povrsinskih terminacija (vodika i kisika). Stoga je i ponaSanje prijenosa elektrona izmedu
dijamantne elektrode i elektrolitne otopine znacajno ovisno o njima. Komercijalne BDDE
dolaze kao H-terminirane, odnosno hidrofobne povrsine. Neovisno o tome, prije mjerenja
potrebno je provesti pred-tretman kako bi se povrsina istih aktivirala. Pred-tretman moze
biti anodni ili katodni te se moZe provoditi u razli¢itim medijima. [ako postoji odredena
sloboda kod odabira medija, izbor elektrolita je vrlo bitan buduéi da utjece na konacnu
povrsinsku terminaciju, vodljivost, elektrokemijski odziv (oksidacijski potencijal i struje
pikova) te ponovljivost eksperimentalnih rezultata. Poznato je da tretman vrsen u kiselini
regenerira BDDE na kojoj su se nakupile naslage te mijenja odziv BDD. Elektrokemijski
odziv BDD povrsine varira kao funkcija povrSinskog pred-tretmana te takoder i
koristenog elektrolita, a razlika se najbolje moze uociti koristenjem diferencijalne pulsne
voltametrije. Zanimljivo je i da npr. kada se koriste fosfatni i acetatni pufer, nema
znacajne razlike u odzivu. Razlika se, medutim, uocava pri koriStenju kiseline kao
pomoc¢nog elektrolita. Ono $to je pomalo zacudujuce je da je povrSinska aktivnost, kod
anodnog pred-tretmana, ista za oba medija, dok se o¢ekuje da oksidacijski pik (1a) bude
prilicno mali (ilustrirano na slici 8). Uo¢ljivo je i da do razvoja kisika kod obje oksidirane
BDD povrsine dolazi pri oko 1,6 V. Pored toga, najveca povrSinska aktivnost i veliki
oksidacijski pik prisutni su kod reducirane povrsine BDD pred-tretirane u kiselini, pri oko
0,7 V. Struje 1a pika pred-tretiranog u puferu su vece i pomaknute pozitivnije (oko 1,2
V). Razvoj vodika javlja se kod obje reducirane BDD povrSine pri oko 1,4 V. Oksidacijski
potencijal 1a pika takav je zbog sp? ugljika koji je inkorporiran u strukturu dijamanta, $to
osigurava povrsinska mjesta potrebna za adsorpciju reakcijskih intermedijera, ukljucujuéi
reakcijske mehanizme razvoja vodika i kisika i/ili reakcijske mehanizme aromatskih

spojeva, koji mogu biti odgovorni za pove¢anu povrSinsku aktivnost [43].
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Slika 8 - Shematski prikaz DP voltamograma na oksidiranoj (-) BDD povrSini i na
reduciranoj («=<) BDD povrsini. Pred-tretman BDD povrsine vrsen u puferu (A) i
u kiselini (B)

Katodni pred-tretman uzrokuje povecanje debljine adsorpcijskog sloja koji formira H-
terminacija na reduciranoj BDD povrsini, opisano reakcijama (1), (2) i (3). U usporedbi
s netretiranom povrsinom BDD, katodni pred-tretman samo pojacava, ali ne mijenja
prvobitna fizi¢ka i kemijska svojstva BDD. Brzina reakcije (2) ovisi o brzini reakcije (1),
s tim da su konstanta ravnoteZe i brzina reakcije direktno ovisne o koncentraciji protona.
Ukoliko je npr. sumporna Kiselina koriStena za pred-tretman, povecava se brzina obiju
reakcija tako favoriziraju¢i nastanak Hz. S druge strane, kada se koristi npr. acetatni pufer,
brzina obiju reakcija se smanjuje te, buduci da uz to dolazi i do smanjenja proizvodnje

Hz, dolazi do nastanka veéih koli¢ina bor-vodik kompleksa [44].

BDD + H* + ¢ = BDD(H) (1)
BDD(H) + H* + & = BDDe + H, ()
2BDD(H) — 2BDD- + H, (3)

Potpuno suprotno, anodni pred-tretman ¢ini da BDD H-terminacije postanu O-terminacije
(4) zbog unutarnjih transformacija i/ili najvjerojatnije prisustva adsorbiranog sloja koji je
nastao oksidacijom molekula vode, tako tvoreé¢i vrlo reaktivne hidroksi-radikale na

oksidiranoj BDD povrsSini te mijenjajuci prvobitna fizicka i kemijska svojstva BDD [45].

22



BDD + H,0 — BDD(*OH) + H* + ¢ (4)

Kinetika H2O/OHe redoks para (4) na oksidiranom BDD je ovisna o pH. Oksidacija BDD
povrSine anodnim pred-tretmanom jaca je u sumpornoj kiselini te se stvara deblji
adsorpcijski sloj zbog viSih koncentracija OHe proizvedenih i adsorbiranih na BDD
povrsinu, tako smanjujuéi povrSinsku vodljivost oksidiranog BDD. Istrazivanja su
pokazala da povrsinska otpornost povezana s ovim slojem iznosi preko 300 Qcm? nakon
anodnog pred-tretmana, a smanjuje se na oko 4 Qcm? pri katodnom pred-tretmanu.
Pokazano je i da nema bitnih strukturnih razlika u BDD koje su nastale katodnim pred-
tretmanom, Sto govori da H-terminirana mjesta imaju vaznu ulogu u elektrokemijskom
odzivu reduciranih BDD elektroda (viSe pozadinske struje i uze podrucje potencijala)
[44].

Vazno svojstvo hidroksi-radikala adsorbiranih na oksidiranu BDD povrsinu tijekom
anodnog pred-tretmana je njihova visoka reaktivnost te stoga i njihova ukljuenost u
paralelne reakcije na BDD povrsini, poput oksidacije pomoc¢nog elektrolita, formiranja
vodikova peroksida te korozija BDD. Prema ovome, da se zakljuciti da oksidirana BDD

povrsina nije potpuno inertna [45].

Neovisno o vrsti pred-tretmana, on treba biti izvrSen prije svakog seta mjerenja. Uz to
treba imati na umu da tretiranu elektrodu treba isprati vodom (min. 2 puta) te odmah

krenuti s mjerenjem kako se elektroda ne bi osusila, odnosno bila znacajno izlozena zraku

[46].

U tablici 1 dan je pregled nekih spojeva koji su elektrokemijski odredivani koriStenjem

BDDE te vrsta pred-tretmana koji je koriSten prije mjerenja [15, 45, 46, 47].
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Tablica 1 - Pregled pred-tretmana za izabrane analite

Analit
DA (dopamin)
2,3-; 2,4-; 2,5-; 2,6-; 3,4-; 3,5-DCP (di-klor-
fenol), 2,3,4-; 2,3,5-; 2,3,6-; 2,4,5-; 2,4,6-
TCP (tri-klor-fenol)
4-CP (klor-fenol); 4-CP u prisustvu 2,4-
DCP+2,4,6-TCP
4-CP
Metil-paraben; etil-paraben; propil-paraben
4-NP (nitrofenol)
4-NP; 2-NP; 2,3-DNP (di-nitrofenol)
N-nitrozamini
2-; 3-; 4-AB (aminobifenil)
(policikli¢ki)aromatski ugljikohidrati
AA (askorbinska kis.); acetaminofen
fluvastatin, pefloksacin
lidokain
tetraciklin; klor-tetraciklin, oksi-tetraciklin
cistein; cistin; homocistein; homocistin;
metionin; GSH (glutation), GSSG
DA
nukleinske kis.

nespecificirano

nespecificirano
nespecificirano

nespecificirano
nespecificirano

nukleinske Kis.

BDDE pred-tretman
AT pri+2,6 V75 minu 0,1 M KOH
AT pri +2,64 V 4 min u BR puferu (pH 2)

AT pri +3 V poprac¢en KT pri -3 V, oba 30
min u BR puferu

AT pri +5 V popracen KT pri -5 V, oba 10 s
u 0,1 M HNO;3

Oksidacija kruzenjem izmedu visokih
vrijednosti potencijala u neutralnom mediju
AT pri +3V 5 s popracen KT pri-3V 30 s u
0,5 M HySO4

Kruzenjem izmedu -2,5V i +2,5V u 1M
HNO3

KT pri -3V popracen AT pri+3 V, 0oba 30 s
u 0,1 M HCIO,

AT pri +2,4V 60 min u 0,1 M HzSO4

AT pri +2,5 V 20 min u smjesi fosforna
kis./acetonitril u omjeru 1:1 poveéanjem
omjera do 1:9 kroz 10 min

Oksidacija kruzenjem izmedu +1,8 Vi-1V
vs. ZKE u NaS04

Prije svakog mjerenja polirano vodenom
suspenzijom alumine (®=0,01 pm)

AT pri 3,2 V popracen KT pri -2,8 V, oba 30
su0,1 M HCIO,

Kruzenjem izmedu 0 Vi +2,2 V vs. Ag/AgCl
30 minu 0,1 M KOH

AT pri +2,4 V vs. Ag/AgCl 30 minu 0,1 M
KOH

AT pri+3ViKTpri-3V,oba5minu0,5
M H,SO4

AT pri 2,4V vs. Ag/AgCl 1 hu 0,1 M
KH2PO4

Anodna polarizacija s 10 mAcm™ 30 minu 1
M HSO4

AT pri +3V vs. ZKE u 1 M HCIO4

Anodna polarizacija s 50 mAcm™ 30 min u 1
M H,SO4

Anodna polarizacija s 10 mAcm? 30 min u 1
M HCIO,

Anodna polarizacija s 50 mAcm™ 30 minu 1
M Na,SOq4 ili H3PO4

AT pri +3 Vi KT pri -3V, oba 30 minu 0,1
M acetatnom/fosfatnom puferu ili 0,5 M
H>SO.
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1.2.3. Povrsinska modifikacija i funkcionalizacija BDDE

I H- i O-terminiran BDD nadmasuju klasi¢ne ugljikove i metalne elektrodne materijale u
kemijskoj inertnosti i otporu prema nakupljanju naslaga. Stoga, mora postojati opravdan
razlog za modifikaciju $to npr. ukljucuje povecanje selektivnosti ili biofunkcionalizacija
u svrhu razvoja biosenzora. U vrlo uskoj vezi s ovim je i zelja za odgonetavanjem

elektrokataliticke aktivnosti specificnih elektrokemijskih reakcija, $to bi zapravo

primjena modificiranog dijamanta danas je proizvodnja DNA ¢ipova.
Trenutno je osnovna podjela modifikacija kako slijedi:

o kemijske modifikacije

o fotokemijske modifikacije

o elektrokemijske modifikacije
e jonsko-implantacijske tehnike

e kombinirane metode (elektrokemijska modifikacija popra¢ena kemijskom)

Medutim, modifikacije se mogu podijeliti i u odnosu na kovalentni karakter modifikacije

kako i slijedi:

e konverzija H-terminacije u kisikovu, klorovu ili fluorovu

o reakcije cikloadicije alkena na goloj povrsini dijamanta, bilo nakon visoko-
temperaturnog vakuumskog prekaljivanja, bilo tijekom UV iluminacije, Sto
rezultira C-C vezama

e reakcije sa specificnim reagensima za funkcijske skupine, poput onih koje
reagiraju ili s hidroksilnim ili s karbonilnim skupinama

o reakcije radikala s reagensima, direktno bez aktivacije ili nakon elektrokemijske,

odnosno fotokemijske reakcije
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1.2.3.1. Kemijske modifikacije povrsine

Najjednostavniji primjer tehnike kemijske povrsinske modifikacije je tretman s otopinom
oksidirajuce kiseline poput dusi¢ne ili kromne kiseline. Ovaj tip tretmana moze pretvoriti
H-terminaciju u O-terminaciju. Dobra strana tehnike je to §to se na ovaj na¢in mogu
ukloniti NDC, kao i metalne necistoce. Kemijska oksidacija dijamanta je blisko povezana
s elektrokemijskom oksidacijom dijamanta. Funkcijske skupine na C-O povrsini koje
nastaju reakcijom, neovisno o detaljima reakcije, ukljucuju karbonilne i eterske skupine
te hidroksilne skupine. Kemijska oksidacija moZe pospjeSiti metalnu vodljivost, jer
uklanja vodik s povrsine i pod-povrsine elektrode. Ukratko, funkcijske skupine na C-O-
povrsini kKoje nastaju posjeduju snazan dipolni karakter ¢ije se polje manifestira i izvan
povrsine.. U ovisnosti o detaljima povrsine kristala i pokrivenosti razli¢itim funkcijskim
skupinama, ovaj dipol moze dose¢i i1 vrijednost ¢ak do priblizno 3,6 V (karbonilna
skupina) ili 2,6 V (eterska skupina), sto je dovoljno da utjeCe na polozaj granica
zabranjene zone u odnosu na energetski nivo vakuuma. Ovaj dipol moze utjecati i na
elektrokemijsko ponaSanje na nafin da dovede do poprilicnog odbijanja aniona, uz

smanjenje transfera elektrona.

Reakcije halogeniranja su takoder dugogodisnje proucavane. Ustanovljeno je da
molekulski fluor i klor ne reagiraju s povrsinom dijamanta bez aktivacije, dok atomski
fluor i klor reagiraju. Fluoriranje i kloriranje vrde se uglavhom uz termicku aktivaciju
kako bi se dobile znacajne koli¢ine atoma halogena. Slaba reaktivnost povrsine dijamanta
zahtjeva da reakcije halogeniranja budu inicirane radikalima. Stoga je efikasniji nacin
fluoriranja plazma buduci da tu dolazi do efektivnog stvaranja radikala. Ono Sto je joS
zanimljivo je da halogenirane dijamantne povrSine mogu biti dalje kemijski modificirane

kako bi se proizvele npr. povrsSine pokrivene amino ili tiolnim skupinama.

Zadnje, reakcije cikloadicije alkena se tretiraju golom povrsinom dijamanta nakon
visoko-temperaturnog vakuumskog prekaljivanja, Sto rezultira nastankom C-C veza.
Tako mogu nastati C-C dimeri koji posjeduju karakter dvostruku vezu te mogu reagirati

s alkenima pod uvjetima pogodnim za Diels-Alderove cikloadicijske reakcije.
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1.2.3.2. Fotokemijske modifikacije povrsine

Dva su osnovna tipa fotokemijskih modifikacija:

o reakcije cikloadicije alkena na goloj povrsini dijamanta pod UV iluminacijom, Sto
rezultira nastankom C-C veza

o reakcije radikala s reagensima koji su fotokemijski aktivirani

Kao $to je i ranije spomenuto, alkeni reagiraju s C-C dimerima, $to moze biti izazvano i
fotokemijski. Ovaj pristup mozZe se koristiti kako bi se vezali alkilni lanci koji su
terminirani karboksilnim ili primarnim amino skupinama, koje mogu biti korisne za dalju
funkcionalizaciju. Ove skupine moraju biti zasti¢ene tijekom UV iluminacije, a potom i
oslobodene zastite. Ovakav nacin je vrlo pogodan za vezanje DNA uzvojnica na povrsinu
dijamanta, jer ga karakterizira izvrsna stabilnost veza. UV iluminacija se moze koristiti
radi aktivacije reakcija koje ukljucuju radikale, kao $to je npr. kloriranje. Kasnije ta

klorirana povrSina moze biti dalje aminirana ili tiolirana.

1.2.3.3. Elektrokemijske modifikacije povrsine

Elektrokemijske metode modifikacije su:

e anodna polarizacija u vodenoj otopini kiseline ili baze

o reakcije radikala s reagensima koji su elektrokemijski aktivirani

Obje metode proizvode povrsine koje se mogu dalje funkcionalizirati. Pored toga,
elektrokemijski pristup daje mogucnost strukturiranja povrSine na nanometarsku razinu
koristenjem pretrazne elektrokemijske mikroskopije, SECM (engl. scanning
electrochemical microscopy) ili mikroskopije provodenjem atomske sile, CAFM (engl.
conductive atomic force microscopy). Jedan od razloga zasto koristiti elektrokemijsku
oksidaciju umjesto kemijske je to S$to se oksidacijska mo¢ moze kontrolirati momentalno
kroz Siroki raspon potencijala. Drugi razlozi su jednostavnost procesa s obzirom na

¢injenicu da ne zahtijeva veliku kineticku energiju, Sto znaci zanemariva oSte¢enja
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povrsine. Nadalje, koli¢ina naboja koji je prosao se takoder moze mjeriti. Kao i kemijska
oksidacija, elektrokemijska oksidacija polikristalicnih povrSina proizvodi smjesu
odredenih tipova C-O funkcijskih skupina, koje ukljuc¢uju karbonilnu i hidroksilnu. Kao
1 kod fluoriranja, oksidiranje povrSine vodi mnoStvu efekata na razli¢itim redoks
parovima. Prijenos elektrona na anione, kao i kod fero/fericijanid redoks para, ¢esto je
usporen u odnosu na H-terminiranu povrsinu, dok je ili ubrzan ili jedva da ima efekta na
katione. Za negativne spojeve efekt je suptilniji, $to vjerojatno ukljucuje dipol-dipol
interakcije kao i druge tipove interakcija. Selektivna inhibicija prijenosa elektrona, koja
nastaje radi elektrokemijske pred-oksidacije, moze dovesti do poboljSane selektivnosti u

analitickom odredivanju komponenti smjesa.

PovrsSinski efekti vezani za dipol mogu biti naglaseni ukoliko nema dovoljno nositelja
naboja blizu povrsine dijamanta, bilo da je to zbog niske razine dopiranja borom (manje
od 10% po cm®) ili radi pasivizacije postojeéeg dopanta (bora). Do drugog moze do¢i
budu¢i da donori vodika kompenziraju akceptore bora. Sve u svemu, u oba slucaja
relativno mali broj nositelja naboja ne moze drzati normalnu razinu prijenosa elektrona
do vrsta koje su na nekoj razdaljini od povrSine elektrode, posebno onih koje su osjetljive

na broj nositelja naboja pri Fermijevom nivou, poput ferocijanida.

Elektrokemijski oksidiranom povr$inom znatno su unaprijedena analiticka odredivanja
klor-fenola te organskih spojeva koji sadrze sumpor. Sto se ti¢e spojeva koji sadrze
sumpor, negativno nabijena povrSina privlaci kationski nabijen disulfidni spoj. Sukladno
tome, u oba slucaja koristenje oksidirane povrSine je pogodno, jer se elektrokemijska
oksidacija zapravo koristi za povremeno ¢is¢enje povrsSine, na kojoj se s viemenom mogu
stvoriti naslage produkata (koji nastaju iz analita) polimerne oksidacije. Proces stvaranja

naslaga je znatno sporiji kod BDD u odnosu na GC, ali svejedno dolazi do njega.

Druga velika elektrokemijska modifikacija je ona u kojoj se aromatske diazonijeve soli u
elektrolitnoj otopini reducirane na dijamantnoj elektrodi. Ovo dovodi do
funkcionalizacije aril-radikala, koji se tada mozZe vezati na povrSinu dijamanta. Ovaj

pristup bi mogao biti plodonosan i za kovalentno modificiranje povrsine dijamanta.
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1.2.3.4. Kombinirane metode (elektokemijska/kemijska)

Kombinirani pristup prvi put ne tako davno kako bi se protein vezao na povrsinu
dijamanta, na nacin da je prvo izvrSene elektrokemijska oksidacija kako bi se proizvele
hidroksilne skupine, $to je popraceno esterifikacijom kako bi se vezao biotin uz vezanje

streptavidina odmah nakon.

Silani ne pokazuju reaktivnost prema karbonilnim i eterskim skupinama te se mogu
koristiti za naglaSavanje prisustva hidroksilnih grupa na oksidiranom dijamantu. Prema
ovome, postoji moguénost modifikacije hidroksilnih skupina (silanizacija) na
polikristalicnim dijamantnim elektrodama uz reagens poput 3-
aminopropiltrieatoksisilana (APTES) [32, 34, 42].

1.2.4. Metali i metalni oksidi na povrsini dijamanta

Metali na povrsini dijamanta su bili centralna mnogih radova godinama iz poluvodicke
tocke gledista. Ovdje su od velikog interesa materijali koji se mogu koristiti kao baterijske
elektrode, kapacitorske elektrode ili elektrokatalizatori. Cak postoje i slu¢ajevi u kojima

dijamant ima ulogu potpornog materijala.

Zapocet ¢emo s elektrokatalizatorima. Adsorpcija platine na polikristali¢ni dijamant
elektrodu vrlo stabilnom tijekom kruzenja potencijala. Ovo je najvjerojatnije zbog same
stabilnosti dijamanta kao supstrata te njegove izdrzljivosti pri visokim potencijalima.

Pored platine, bakar i nikal su takoder zanimljivi. Bakar se adsorbira na povr§inu BDDE
elektrokemijski, dok se nikal adsorbira jonskom implantacijom. Efekt ovih metala u
obliku nanocestica u svrhu odredivanja glukoze je vrlo primamljiv, jer se struja koja
oznacava oksidaciju glukoze drasti¢no povecava bez bitnog povecanja pozadinskih struja

[48].

Javio se i interes za moguénoscu interkalacije ili insercije litija u dijamantne elektrode,
jer i dalje postoje problemi kod drugih ugljikovih materijala. Medutim, interkalacija litija
u nanocestice dijamanta je skoro pa zanemariva. Unato¢ tome, neki radovi svjedoce o

znacajnoj inserciji litija u dijamantne filmove koji su razvijani na ugljiku [48].
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Elektrode (anode) presvucene plemenitim metalima su prvenstveno razvijene kako bi se
poboljsale anodne performanse elektroda. Medutim, nedostatak stabilnosti pri visokoj
anodnoj polarizaciji te visoka cijena vodile su razvoju tzv. dimenzijski stabilnim anodama
(DSA), koje su se sastojale od tankog aktivnog metalno-oksidnog ili mijeSanog metalno-
oksidnog sloja koji je adsorbiran na supstrat [49].

Jedan od prvih metalnih oksida koji je elektrokemijski ispitivan na dijamantnom supstratu
bio je rutenijev oksid. Ovaj materijal je vazan kako za elektrokemijske kondenzatore, tako

i za primjenu u elektroanalitici (razvoj klora).

Drugi primjer je hidrirani kobaltov oksid, koji pokazuje kataliticku aktivnost za razvoj

kisika.

Vanadijev(l1l) oksid na dijamantu se pokazao kao dobar katalizator za jednu organsku

reakciju u plinovitoj fazi.

Ono $to je zanimljivo je to da su BBDE zgodno rjeSenje za izbjegavanje pojedinih
problema na koje nailazimo kod drugih supstrata. Stoga se BDDE smatraju zgodim
supstratima za nanocestice poput olova, titanijeva dioksida, rutenija te hidrirana zeljezova
oksida. Kako se elektrokemijske reakcije uglavnom odvijaju na dodirnom mjestu izmedu
elektrolitnih otopina 1 elektrodnih povrsina, povrSinske modifikacije elektroda su klju¢ni

faktori za prilagodbu elektrodnih performansi.

Iskustvo je pokazalo da npr. nanocestice IrO2 termicki adsorbirane na BDD supstrat jako
utjeCu na elektrokemijski odziv dijamantne elektrode. Stoga se ponasanje kompozitne
elektrode moze u potpunosti pripisati elektrokemijskim svojstvima &estica, ¢ak i pri
malim koli¢inama adsorbiranih Cestica. Ovakva BDD-1rO: elektroda se moze smatrati
dijamantnim matriksom na koji su adsorbirane Cestice, manje ili viSe homogeno.
Zanimljivo je 1 to da se reakcija koja se proucava (razvoj kisika ili organska oksidacija)
odvija na dijamantu, kao i na adsorbiranom IrO2. lako, brzina reakcije na IrO2 je zna¢ajno

brze od one koja se odvija na dijamantu [50].

Isto tako, elektrodepozicijom Cu20 mikrokristala mogu se posti¢i pogodna povrsinska
svojstva za primjenu u biosenzorici ili biokatalizi. Cu20 vrlo je zanimljiv, jer predstavlja
dobru zamjenu za plemenite metalo, $to duguje svojoj iznimnoj kataliti¢koj aktivnosti.

Ovakav tip elektrode moguce je dodatno modificirati ,,premaznom* metodom na nacin
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da se ve¢ modificirana elektroda uroni u alkoholnu otopinu niklova acetata uz

prekaljivanje na temperaturi od 200°C 3 sata [51, 52, 53].

Jos jedan zanimljiv primjer predstavljaju kobaltovi oksidni filmovi buduéi da pokazuju
neuobicajenu raznovrsnost redoks prijelaza. Podjednako je i vazno to $to se pripravom
ovakvih filmova zadrzavaju visoka vodljivost te elektrokataliticka aktivnost. Nije
zanemarivo ni to Sto su ovakvi filmovi uglavnom bez defekata te se uporabom istih
izbjegavaju komplikacije oko supstratnog materijala. Nema puno izvora koji opisuju
adsorpciju kobaltovih oksida na razli¢ite supstrate. Iz toga je proizasao zakljucak da je
kod supstrata temeljenih na grafitu i plemenitim metalima potrebno stvoriti komplekse
kobalta kao preduvjet za elektrodepoziciju. Medutim, kod BDD to nije slu¢aj buduci da
on omoguéuje pripravu CoxOy-elektroda jednostavnom oksidacijom Co(ll) vrsta pri
potencijalima koji su visi od 1,4 V uz zasi¢enu kalomel elektrodu (ZKE). KoriStenje BDD
podloge za kobaltove okside omogucuje zanemarivanje kapacitivnih i1 pseudo-
kapacitivnih utjecaja supstrata, a sve zahvaljujué¢i izvanrednim svojstvima ovog
materijala. Elektrodepozicija omogucuje pripravu kompozitnih materijala, tipa kobaltov
oksid-Pt kompozita, koji pored poboljSane povrsSinske aktivnosti imaju i poboljSanu

kataliti¢ku aktivnost prema anodnoj oksidaciji metanola [54, 55].

Rutenijev oksid je isto tako pokazao primamljiva svojstva. Ovakav kompozitni elektrodni
materijal takoder se dobiva elektrodepozicijom cestica hidriranog rutenijeva oksida.
IstraZivanja su pokazala da ovakav materijal ima veliku aktivnu povrSinu te da posjeduje
visoku stabilnost, odnosno da je pogodan za oksidaciju fenola i kiselom mediju. BDD-
RuOx nije jako osjetljiv na nakupljanje naslaga te pri potencijalu od 3,5 V omogucuje
oksidaciju fenola [56].

Sto se ti¢e adsorpcije metala na povrsinu BDDE, zlato i platina su privukle posebnu
paznju radi svoje primjenjivosti u elektrokatalizi redukcije Kkisika, odnosno
elektrooksidacije metanola. Ovaj tip elektroda moguce je pripraviti razli¢itim metodama,
ali ono §to im je zajednicko je da ,bilo da su modificirane zlatom (BDD-Au) ili platinom
(BDD-Pt), uvijek pokazuju visoku elektrokataliticku aktivnost prema redukciji Kisika te
oksidaciji metanola. Poznato je da visoko-reaktivni hidroksi-radikali, nastali
elektrogeneracijom na BDD iz elektronskim praznjenjem vode pri visokim
prepotencijalima, mogu i o¢istiti mikroemulzijom-sintetizirane Pt nanocestice s ostatnog

surfaktanta 1 sudjelovati u procesu oksidacije metanola. Pt Cestice takoder mogu biti
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zarobljene u dijamantni matriks na nacin da se odradi dodatni korak koji ukljucuje
adsorpciju sloja dijamanta na supstrat na koji su ve¢ adsorbirane Cestice Pt. Usprkos
velikoj otpornosti i izdrzljivosti ove kompozitne elektrode, moze se ocekivati znacajan
gubitak elektrokataliticke aktivnosti budu¢i da dolazi do smanjenja dostupne kataliticke
povrsine [50, 57].

Elektrodepozicija je jedna od najraSirenijih koristenih metoda za pripremu i adsorpciju
Cestica na BDD kao materijala koji je tu vrlo pogodan radi svog Sirokog katodnog
podrucja potencijala. Medutim termi¢ka dekompozicija, mikroemulzijska sinteza te sol-
gel modifikacija su takoder uspjesno koristene metode za adsorpciju metalnih Cestica na

dijamantne supstrate u laboratoriju [58, 59].

1.3. Ugljikova pasta kao materijal za izradu elektroda

Ugljikova pasta (engl. carbon paste) je smjesa ugljikova praha (grafita) i prikladnog
veziva (,,lijepljenje tekuc¢ine®) koji tvori poseban tip ugljikovih elektroda. Funkcija
Cestica grafita je osiguravanje elektricki vodljive povrsine. Ipak, zbog prisutnosti tekuceg
veziva i zbog njegove interakcije s grafitnim Cesticama, ugljikove paste se obi¢no javljaju

kao specifi¢ni elektrodni materijal s brojnim jedinstvenim svojstvima.

Ugljikov atom predstavlja pogodni materijal za izradu elektroda, dok se izolacijsko
vezivo smatra pomo¢nim medijem koji fiksira pojedinacne grafitne Cestice u vecu ili
manju kompaktnu smjesu. Grafitne Cestice ne bi trebale imati adsorpcijska svojstva
(ve¢ina grafitnih prasaka proizvedenih suvremenom tehnologijom pokazuju
zadovoljavajuce nisku razinu adsorpcijske sposobnosti). Veliki problem pri primjeni CPE

je prisutnost kisika u porama grafita, koji se dodatno adsorbira za vrijeme mije$anja paste.
Vezivne tekucine karakteriziraju:

e netopljivost u mjernoj otopini (obi¢no vodena), kako bi se sprije¢ilo raspadanje
elektrodnog materijala

e niski tlak pare, kako bi se osigurala mehanicka stabilnost elektrodnog sustava
tijekom duljeg vremenskog razdoblja

e clektrokemijska neaktivnost, radi sprjeGavanja visokih pozadinskih struja i

mijenjanja sastava materijala

32



Uobicajene tekucine koje se upotrebljavaju pri izradi CPE:

e parafinsko ulje
o silicijsko ulje

e brom — naftalen

Za optimalna svojstva CPE najvazniji je omjer ugljik-vezivo. Cestice ugljika su
odgovorne za elektri¢nu vodljivost, izravno su izloZene otopini te u nekim slucajevima

predstavljaju centre na kojima se odvija elektrokemijska aktivnost.
CPE se mogu podijeliti prema:

1) fizikalno - kemijskom svojstvu veziva

a) klasi¢na CPE - napravljena od grafitnog praha i inertnih tekué¢ih veziva.
Ova vrsta CPE je najéeS¢e koristena, Sto predstavlja 70-80% svih
elektroda utemeljenih na ugljikovim pastama.

b) vezivna CPE s elektroaktivnim vezivom - smjesa u kojima je anorganski
elektrolit vezujuca tekucina kao S§to je npr. koncentrirana otopina
mineralnih kiselina ili alkalnih hidroksida.

2) prirodi veziva (viskoznost)

a) ,,Dry* ili ,Wet“ CPE - znaCajno se razlikuju po sadrzaju veziva i
sposobnosti lijepljenja tekucine.

b) ¢vrste CPE — sastoje se od ugljika i vezujuée smjese u kojoj je vezivo tvar
koja se lako moze rastopiti kao npr. fenantren ili parafinsko ulje.
Mijesanjem na odredenoj temperaturi vezivo se rastopi, a smjesa mora
zadrzati svoj oblik. Nakon hladenja, dobije se gusta masa koja se moze
upotrijebiti kao klasi¢na pasta vece konzistencije.

3) prisutnosti modifikacije

a) nemodificirane CPE - sastoje se od binarne paste ugljika, tj. od mjeSavine
grafitnog praha i veziva

b) modificirane CPE - sastoje se od binarne paste ugljika, tj. od mjeSavine

grafitnog praha i veziva, kojima je dodan jedan ili viSe modifikatora
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Vijek trajanja ugljikovih pasta pripremljenih od hlapljivih vezivnih tekuc¢ina je prilicno
ograni¢en. Zbog sporog isparavanja veziva, odgovaraju¢e mjeSavine ugljikovih pasta
postaju osuSene §to je popraceno, osim vidljivim promjenama u konzistenciji, i
nepovratnim fizikalno-kemijskim i elektrokemijskim svojstvima. CPE na bazi organskih
fosfata, mineralnih i silikonskih ulja mogu ispariti iz paste, unato¢ njihovoj relativno
visokoj viskoznosti, tijekom jednog ili dva tjedna, osim ako se ne pohrane na hladno i
mracno mjesto. Dugorocno skladiStenje ugljikovih pasta nije prakti¢no, jer im je Zivotni
vijek prili¢no ogranien ¢ak iako su spakirane u &vrsto zatvorene posude. Cesto dolazi do
starenja s nepredvidivim promjenama ponasanja. Stoga je bolje pripremiti upravo onoliku
koli¢inu paste koja se odmah moze koristiti za eksperiment. Ako je smjesa ispravno

napravljena, moze se upotrebljavati i do tjedan dana tijekom intenzivnog mjerenja.

Optimalan omjer za pripravu smjese varira u intervalima od 1 g praha do 0,3 - 1 cm?®
tekucine. Neke mjeSavine mogu sadrzavati cak i vecu koli¢inu vezivne tekucine, jer
rezultiraju¢i omjer dviju glavnih komponenti ovisi i o njihovom medusobnom prianjanju.
Potrebno je dobiti i odredenu kompaktnost. Rezultirajuca smjesa ne smije biti ni previse
tvrda, ni previSe meka i ljepljiva. Pasta se priprema ru¢nim mijeSanjem grafitnog praha i

tekuceg veziva koristenjem obi¢nog laboratorijskog posuda poput tarionika i tucka [7].

Cijevi 1 stapici (slika 9) sa Supljinama vrlo jednostavne konstrukcije mogu se napraviti u
svakom laboratoriju i ¢esto predstavljaju najjednostavnije rjeSenje za dobivanje nosaca

elektroda koje ¢e se povremeno koristiti prilikom mjerenja.

N

Slika 9 - Osnovna konstrukcija elektrode; (1) cijev, (2) kontakt i (3) pasta
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1.4. Endokrina ometala u analiti¢kim istrazivanjima

Prvo ¢emo se osvrnuti na endokrini sustav i znafenje pojma endokrino ometalo.
Endokrini sistem se sastoji od niza Zlijezda koje su rasporedene po tijelu (slika 7). Svaka
Zlijezda proizvodi jedan ili viSe hormona. Hormoni su prirodni spojevi koji se proizvode
u stanicama zlijezda te koji se luc¢e u krvozilni sustav, gdje krvotokom putuju sve dok ne
dodu do ciljanog tkiva ili organa. Tamo se vezu za specifi¢ne receptore, izazivajuéi
odgovor poput proizvodnje drugog hormona, promjene u metabolizmu, bihevioralni

odgovor ili neki drugi, u ovisnosti o specificnom hormonu te njegovoj meti [60, 61].

hipotalamus hipofiza

iy spie Stitna Zlijezda
Stitna Zlijezda

dostitna Zlijezda :
testis ’1 e

Slika 10 - Shematski prikaz glavnih zlijezda ljudskog tijela

dostitna Zlijezda

Neke endokrine Zlijezde proizvode jedan, a neke viSe endokrinih hormona. Npr. dostitna
Zlijezda proizvodi jedan jedini poznati hormon (paratiroidni hormon), dok hipofiza
proizvodi osam ili viSe hormona, kao Sto su npr. prolaktin i hormon rasta. Medutim, neke
endokrine Zlijezde imaju i druge ne-endokrine uloge. Npr. gusteraca proizvodi hormon
inzulin, koji cirkulira krvlju i neophodan je za normalnu regulaciju razine Secera u krvi,
ali isto tako proizvodi i probavne enzime koji idu direktno u probavni trakt i nisu dio
endokrinu sustava buduci da se ne luce u krv. Prema navedenom da se zakljuciti da su
funkcije endokrinog sustava kompleksne i razliCite, sa svakom Zlijezdom i hormonom

koji imaju jedinstvene uloge u zdravlju i dobrobit..
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Endokrine Zlijezde i hormoni koje proizvode jako su vazni za ljudsko zdravlje, buduéi da
pomazu tijelu da se prilagodi promjenama u okoliSu, omogucuju metabolicke prilagodbe
na nutritivne zahtjeve (glad, gladovanje, pretilost, ...), od neizmjerne vaznosti su za
reproduktivnu funkciju te su neophodne za normalni razvoj tijela i mozga. Buduéi da
imaju tako vaznu ulogu u organizmu, nije ¢udno da se poremecaji u bilo kojem dijelu
endokrinog sustava vrlo lako mogu imati fatalne posljedice. Cak i kada se ne radi o tako
kriticnom poremecaju, tipicne posljedice su takoder teSke, poput neplodnosti, poremecaja
rasta, poremecaja spavanja i mnogo drugih akutnih i kroni¢nih bolesti. Ovdje su klju¢ni
endokrini hormoni, koji moraju biti luceni u odgovaraju¢im koli¢inama te ih endokrine

zlijezde moraju prilagodavati promjenjivom okolisu, kako bi se osigurao zdrav zivot.

Endokrina ometala, EDC (engl. endocrine disrupting compounds) predstavljaju egzogenu
(ne-prirodnu) kemikaliju ili smjesu kemikalija koje se upli¢u u, odnosno ometaju bilo koji
aspekt rada hormona. Neke od ovih kemikalija koje ¢ine nasu svakidas$njicu su atrazin,
DDT (pesticidi); olovo, ftalati, kadmij (dje¢ji proizvodi), BPA, ftalati, fenol (materijali
koji su u kontaktu s hranom); triklozan (antibakterijska sredstva); perfluoro-kemikalije
(tekstil 1 odje¢a) te mnoge druge. Ljudi i Zivotinje dolaze u kontakt s endokrinim
ometalima kroz konzumiranje hrane i vode, preko koZe, udisanjem te prijenosom s majke
na fetus kroz posteljicu, odnosno dojenjem s majke na dijete, naravno ukoliko Zena ima
EDC u svom tijelu [60, 62].

Svaki hormon posjeduje 3D strukturu koje se visoko razlikuju i vrlo su jedinstvene te
svaki od njih ima komplementarni receptor ili receptore, koji se nalaze na ciljnim
stanicama (princip kljuc-brava). Sposobnost hormona da aktivira receptor ovisi 0
nekoliko faktora: koliko se hormona sintetizira i oslobada u Zlijezdi, kako se prenosi
cirkulacijom, koliko ga dode do odgovaraju¢eg organa te koliko snazno, odnosno koliko
dugo ¢e hormon aktivirati receptor. Sva ove svojstva su osnova normalne hormonske

signalizacije, a EDC ometaju neka ili svako od njih.

EDC su prepoznatljiv zbog svoje moguénosti mimike hormona na nacin da imaju #D
strukturu sli¢nu originalnom hormonu te tako mogu ,,prevariti* receptor da misli da se

radi o pravom hormonu. 2 su na¢ina mimickog djelovanja EDC:

e hormonska aktivacija— EDC se moZe vezati na receptor te ga nepropisno aktivirati

1 pokrenuti procese koje normalno pokrece samo prirodni hormon
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e hormonska blokada — EDC se moZe vezati na receptor te ga blokirati, odnosno
skriti ga od originalnog hormona neovisno o njegovom prisustvu, i na taj nacin

receptor ne moze biti aktiviran, kao ni funkcije pokrenute njegovom aktivacijom

Najbolji primjer rada EDC je ometanje estrogenih hormona, koji se veZu na estrogene
receptore (ER) u tijelu. Kod muskaraca i Zena, ER su prisutni u mnogim stanicama mozga,
kostiju, krvnih Zzila te reproduktivnih organa. lako su najbolje izuceni u kontekstu
reprodukcije u zena, kod muskaraca takoder imaju vrlo znacajnu ulogu reprodukciji te su
ukljuc¢eni u neurobioloske funkcije, razvoj kostiju i odrzavanje, kardiovaskularne funkcije
i mnoge druge. Prirodni hormoni vrSe sve ove funkcije nakon $to su izluceni iz gonada

(testisa ili jajnika) te vezani na ER receptore [60].

Estrogeni nisu jedini receptori zahvaceni utjecajem EDC, ali su najbolje proucavani. To
mogu biti i receptori za androgene, progesteron, tiroidne hormone i mnoge druge. Kako
EDC nisu prirodni hormoni, jedan EDC moze imati sposobnost uplesti se u vise razlicitih
puteva hormonske signalizacije te tako ometajuéi vise endokrinih funkcija moze dovesti
do masovnih posljedica po bioloske procese koji su pod kontrolom odgovarajucih

Zlijezda.

1.4.1. Bisfenol-A kao endokrino ometalo

Bisfenol-A, BPA (engl. bisphenol-A) je najvise proucavano endokrino ometalo. Prvi put
je sintetiziran 1891., a oko 40 nakon toga britanski znanstvenik Charles Dodds ga je
prepoznao kao spoj koji imitira estrogene, sto znaci da su njegove EDC-karakteristike
poznate desetlje¢ima. Tada je razvio ,,lijek* za Zene, koji ¢e kasnije biti zabranjen zbog
moguénosti uzrokovanja raka. BPA moZe ometati signalizaciju estrogena na vise nacina.
Moze se vezati za receptor i stimulirati ih iako slabije od prirodnog hormona. Izlozenost
BPA, cak i u malim koli¢inama, moze izmijeniti gustou receptora estrogena u tkivima
poput mozdanog, §to je zapravo efekt koji posljedicno smanjuje osjetljivost tog tkiva na
prirodne estrogene. Kako estrogen ima vaznu ulogu u razvoju brojnih tkiva, ukljuéujuci

mozak, mlijecne Zlijezde, pa cak i testise, ometanje estrogene aktivnosti tijekom razvoja
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moze dovesti do trajnih promjena koje mogu utjecati na reproduktivnu funkciju kasnije
tijekom Zivota [60, 63, 64, 65].

1.4.1.1. Djelovanje i posljedice

Molekularno-bioloski mehanizam djelovanja BPA je kroz DNA metilaciju. Svaki ¢ovjek
(izuzev jednojajcanih blizanaca) ima jedinstveni set gena. U naSem tijelu ekspresija
(aktiviranje) tih gena, Sto dovodi do ekspresije proteina u stanici, znatno se razlikuje. Npr.
DNA je ista i u stanici koze i u ziv€anoj stanici, ali su proteini koji su prisutni u ovim
tkivima jedinstveni za svaki tip stanice. Ekspresija gena je ta koja odreduje ove razlike.
DNA metilacija predstavlja proces adicije male kemijske skupine (metilne skupine) na
DNA. Koli¢ina i mjesto ovih metilnih skupina odreduju hoce li se gen eksprimirati te
razinu ekspresije. BPA uzrokuje ovakvu promjenu. On izaziva DNA metilaciju neuro-
endokrinih puteva koji su osnova reproduktivnog zdravlja, energijske ravnoteze te
ponasanja, ukljuujuéi puteve osjetljive na estrogene. Buduci da su izmijenjeni obrasci
DNA metilacije u genima klju¢nim za staniéni rast posljedica djelovanja BPA, izloZenost
malim koli¢inama istog povecava rizik nastanka raka maternice ili prostate. Sli¢ne efekte
ima i na jetru, mozak te jajnike. BPA 8 puta jace djeluje na receptor povezan s estrogenom
gama, ERRYy (engl. estrogen related receptor gamma) u odnosu na klasi¢ne estrogene
receptore, Sto dovodi do zakljucka da su fetusi posebno osjetljivi na njega bududi da je

taj receptor visoko eksprimiran u fetalnom mozgu te posteljici [66, 67, 68, 69, 70, 71].

Neki od simptoma koje BPA izaziva su smanjena kvaliteta oocita Zena koje podlijezu
postupku potpomognute oplodnje, aneuploidiju® u oocitima, ometanje razvoja jajnika,
degeneracija strukture maternice, poremecena implantacija embrija, sindrom poli-
cisti¢nih jajnika te povisenih razina androgena u Zena. S druge strane, u muskaraca dolazi
do smanjene kvalitete sperme (smanjen broj i pokretljivost spermatozoida, kao i pove¢ana
oStecena u spermatozoidnoj DNA) te smanjene seksualne funkcije iako nije dokazano
vrijedi li to i za doze kojima je izlozena op¢a populacija. Eksperimentom je potvrdeno da,
pored uzrokovanja aneuploidija, BPA ima potencijal uzrokovati tockaste mutacije te
dvostruke lomove DNA. Sto se ti¢e genotoksi¢nih i mutagenih efekata, veéina

istraZzivanja je provedena in-vitro, $to se ne mora odnositi na in-vivo situaciju. Kod djece

8 nenormalan broj kromosoma u stanici
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dovodi uzrokuje preuranjeni pubertet, odnosno dovodi do kongenitalnih poremecaja
poput hipospadije® i kriptorhizma®. Veliki problem predstavlja utjecaj na razvoj fetalnog
mozga i ponaSanje. IstraZivanja su pokazala da izloZenost BPA prilikom razvoja dovodi
do poviSene anksioznosti, agresije, spektra autisticnih poremecaja, poremecaja
hiperaktivnosti i deficita paznje te utjece na mozdanu seksualnu diferencijaciju, odnosno

t!l, Neka istrazivanja su pokazala da ¢ak i u prili¢cno malim

sinapticku plasti¢nos
koncentracijama (oko 100 pM) moZze dovesti reproduktivnih poremecaja, kroni¢nih
bolesti, dijabetesa i raznih oblika raka, dok se maksimalnom prihvatljivom dnevnom

dozom smatra 50 pg/kg tjelesne mase (odnosno ppb) [60, 62, 63, 71, 72].

1.4.1.2. Zabrinjavajuéa sveprisutnost

Preko 95% ljudi ima BPA u svome tijelu. On je pronaden u urinu, krvi, pupkovini te
plodnoj vodi. Iako je zanimljivo to da su veée koncentracije BPA pronadene u djece.
Razlog tome je to Sto djeca dobar dio vremena provedu na podu, stavljaju svakakve stvari
u usta te ¢eSce piju iz plasti€nih boca. Odrasli, koji ne koriste previSe plastike, proizvoda

za njegu, imaju nize koncentracije BPA u organizmu.

Pored navedenog, treba naglasiti da se Kkoristi kao monomer za proizvodnju
polikarbonata, epoksi-smole te polifenilenske smole kao dodatak drugim plasti¢nim
materijalima. Vecina ljudi je izlozena djelovanju BPA, jer konzumira hranu i pi¢e koji u
kontaktu s pakiranjem ili stvarju koji ga ispusta (ukljucujuci plasti¢ne vreéice i pakiranja,
boce za pice, boce za bebe, sportska opreman medicinski i dentalni aparati, zubne plombe,
vodovodne cijevi i dr.) na racun razgradnje polimera. Ispustanje je poja¢ano faktorima
poput topline, sunc¢eve svjetlosti, kiselosti i sl. Drugi vidovi izlozenosti su udisanje ili
unosenje (ingestija) kontaminirane kuéne prasine u organizam, kao i npr. izlozenost koze

zbog diranja ra¢una od termalnog papira, koji sadrzi BPA [61, 63, 72, 73].

Dobra strana je to Sto se za razliku od drugih EDC BPA ne akumulira u tijelu se brzo
metabolizira. To znaci da se teret koje tijelo podnosi moze brzo smanjiti smanjenjem

izloZenosti, na nacin da se npr. smanji uporaba konzervirane hrane i plasti¢nih vrecica te

% poremedaj kojeg karakterizira urinarni otvor koji nije na uobi¢ajenom mjestu na penisu

10 poremecaj kojeg karakterizira testis(i) koji nije spusten u skrotum

1 pojam u neuroznanosti koji podrazumijeva sposobnost sinapsi da oslabe ili oja¢aju tijekom vremena,
kao odgovor na povecanje ili smanjenje njihove aktivnosti
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drugih proizvoda. Novija rjesenja ukljucivala proizvodnju plasti¢nih vrecica koje ne

sadrze BPA, ali su zamjenski spojevi takoder nesigurni te potencijalno EDC.

Problem nije samo humano-bioloske prirode, vrlo je vazno i zagadenje okolisa. Vrlo mali
udio plasti¢énih boca se reciklira, $to znaci da veliki broj njih zavrsi na odlagalistima
otpada, odnosno u vodenim sustavima. Tome ide u prilog i ¢injenica da 90% oceanskog
otpada ¢ini plastika, koja tamo moZze plutati desetlje¢ima i dulje. Dio BPA curi iz ovog
otpada i akumulira se u morskoj vodi te morskim vrstama, $to znaéi da ¢e ostati
zagadivalo okolisa jo§ dugo te da ¢e biti potrebna stolje¢a kako bi se plasticni otpad

razgradio [60, 62, 73].

1.4.2. Kemijski aspekti Bisfenola A

Bisfenol A se prirodno ne nalazi u okolisu, stoga se smatra tvarju koju je proizveo ¢ovjek.
BPA je prvi put sintetizirao A. P. Dianin 1981. Primarno je koriSten u proizvodnji
polikarbonata (71%) i epoksi smola (27%), koji imaju Siroku primjenu (polikarbonati kod
le¢a za naocale, medicinske opreme, mobitela, ra¢unala i sl., a epoksi smole kod
industrijskih podova, adheziva, industrijskih zastitnih premaza, premaza za konzerve i
sl.). Proizvodi se kondenzacijom dvije molekule fenola s jednom molekulom acetona
(slika 8), odakle i dolazi oznaka ,,A*“. Ova reakcija je katalizirana jakom kiselinom, poput
kolorovodi¢ne kiseline ili polistiren-sulfonatne smole. Reakcija je vrlo efikasna buduci
da je jedini nusprodukt voda. Komercijalna proizvodnja BPA zahtijeva destilaciju — bilo
da se radi o ekstrakciji BPA iz mnogo nusprodukata smole pod visokim vakuumom ili o

ekstrakciji otapalima, uz dodatni fenol, koja je poprac¢ena destilacijom [65, 74, 75, 76].

H,C  CH,

@ @ -

bisfenol A

Slika 11 - Shematski prikaz sinteze bisfenola A
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Naziv bisfenola A prema IUPAC-u glasi 4,4’-(propan-2,2-diil)di-fenol, a drugi kemijski
nazivi ukljucuju 2,2-bis-(4hidroksifenil)propan, odnosno 4,4,-izopropilidendifenol.
Molekulska formula BPA je Ci1sH1602, a saZeta strukturna (CHs)2C(CsHsOH)2 [75, 77].

Thomas Zincke je prva objavio postupak sinteze BPA iako je naglasio da se njegova
sinteza bazirala na ranije objavljenim i neobjavljenim radovima (diplomski radovi i sl.)
SveuciliSta u Marburgu. Rad u kojem opisuje sintezu BPA 1 brojnih sli¢nih spojeva
objavljuje 1905. godine. U tom radu izlozio je klju¢na fizicka svojstva BPA (medu
ostalim molekulski sastav, tocka taljenja te topljivost u raznim otapalima), ali ne i

primjenu [65, 78].

1953. Hermann Schnell iz Bayera (Njemacka) te Dan Fox iz General Electrica (SAD)
neovisno jedan o drugome razvijaju procese proizvodnje za novi plasti¢ni materijal
(polikarbonat), ¢ije je osnovna komponenta bio BPA. Polikarbonatna plastika je imala
vrlo korisna svojstva, poput opticke Cistoce, otpornost prema pucanju te otpornost na
visoke temperature, $to je ucinilo polikarbonat vaznim dijelom svakidasnjice.
Komercijalna proizvodnja zapocela je 1957. u SAD te 1957. u Europi. U tom periodu,
epoksi smole su razvijene s moguc¢noscéu da zadovolje mnoge industrijske i potrosacke
potrebe. Do danaSnjeg dana potreba za koriStenjem ovih materijala raste, kao Sto se

povecéava i broj nacina na koji su isti koristeni [65, 78].

1.4.2.1. Fizicka i kemijska svojstva BPA

BPA dolazi u obliku krutih bijelih do svijetlo smedih pahuljica ili praha sa slabim
fenolnim mirisom. Neki izvori navode topljivost u vodi kao vrlo slabu, a vrijednosti koje
se ti¢u topljivosti u vodi variraju od 120 mgL* do 300 mgL™ pri 25°C. Prema literaturi,
topljivost BPA je dobra u octenoj kiselini, vodenim otopinama baza, alkoholu, acetonu te
se slabije otapa u tetra-klorugljiku. Gustoéa BPA iznosi 1,195 gem™. Konstanta
disocijacije je pKa=9,6-11,3, §to znaci da disocira u luznatoj sredini [75, 79, 80].

U tablici 2 saZeto su prikazana kemijska svojstva bisfenola A [76].

41



Tablica 2 - Pregled kemijskih svojstava BPA

Kemijska svojstva Vrijednost
CAS broj 80-05-7
Molekulska formula C1sH1602
Molekulska masa 228,29
Tocka taljenja 158-159°C
Tocka kljucanja 220°C pri 4 mmHg/360,5°C pri 760 mmHg
Topljivost (pri 20-25°C) 1000 mgL™*
Tlak pare (pri 20-25°C) 7,25x10”" mmHg
Difuzijski koeficijent za zrak 0,05 cm?st
Difuzijski koeficijent za vodu 5,89 cm?s™
Oralna referentna doza 0,05 mg/kg/dan
Inhalacijska referentna koncentracija 0,08 mgm™

1.4.2.2. Metode odredivanja

Mnoge tehnike su razvijene u svrhu pracenja razina bisfenola A u okoliSu, njegova
ponaSanja te kona¢ne sudbine. Neke od naviSe koriStenih su kapilarna elektroforeza,
plinska kromatografija s masenom spektrometrijom, GC-MS (engl. gas chromatography
- mass spectrometry), tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti s masenom
spektrometrijom, HPLC-MS (engl. high performance lliquid chromatography — mass
spectrometry), ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay), fluorescencijsko
odredivanje, elektrokemijske metode i dr. Ove metode, kombinirane s pred-tretmanima
poput ekstrakcije na krutoj fazi, ekstrakcije tekucée-tekuée te imuno-afinitetne
kromatografije, GC-MS, HPLC-MS i ELISA mogu biti koriStene za selektivno i osjetljivo
odredivanje BPA u kompleksnim sredinama. Pored toga Sto su visoko-osjetljive te ih
odlikuju vrlo niske granice dokazivanja. Medutim, buduci da zahtijevaju dodatne pred-
tretmane, iskusnog operatera te s obzirom na to da iziskuju puno vremena te preskupu
opremu, uporaba ovih metoda (svih osim elektrokemijskih) je ograni¢ena. Isto tako, jedno
od velikih ogranicenja je i Sto uredaji nisu kompaktni te nisu pogodni za rad na terenu.
Stoga je pozeljno razviti jednostavnu i osjetljivu analiticku metodu za odredivanje BPA

[81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90].
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Posljednjih godina, elektrokemijske metode su se pokazale obecavajuc¢im bududi da su
jednostavne, brze te ne iziskuju velike troSkove. Elektrokemijski senzori privlace vise
paZznje zbog pouzdanosti, brzog odziva, niske cijene, jednostavnosti, ustede na vremenu,
jednostavnih instrumenata te visoke osjetljivosti (niske granice dokazivanja i
odredivanja). Do danas je proizvedeno mnogo elektrokemijskih (bio)senzora temeljenih
na enzimima, aptamerima'?, antitijelima, peptidima, ugljikovim materijalima, metalnim
oksidima i sl. [62, 63, 91, 92].

1.4.2.3. Elektrokemijski aspekti BPA

Kao Sto se moZe i vidjeti iz molekulske strukture (slika 8), BPA ima dvije hidroksifenilne
skupine, koje su elektroaktivne. Stoga se moze zakljuciti da se radi o elektrokemijski

aktivnom spoju, odnosno da se isti moze oksidirati na povrsini elektrode [93, 94, 95].

Elektrokemijske metode koje se najéesce koriste u svrhu elektrokemijske karakterizacije
bisfenola A temeljene su na votametriji i podrazumijevaju ciklicku voltametriju (CV),
diferencijalnu pulsnu voltametriju (DPV), voltametriju s linearnom promjenom
potencijala, LSV (engl. linear sweep voltammetry), voltametriju s pravokutnim
izmjeni¢nim  signalom pobude, SWV (engl. Squarewave voltammetry) i
kronoamperometriju te spektroskopiji — EIS (engl. electrochemical impedance
spectroscopy) [61, 63, 90, 96, 97].

S druge strane, kada se bisfenol analizira tradicionalnim elektrokemijskim senzorima
dolazi do slabog odziva (slaba osjetljivost i selektivnost), zbog toga Sto dolazi do
nakupljanja naslaga na golim elektrodama. Vrlo efikasan nacin da se ovakav problem
prevazide je da se elektroda modificira. Modifikacije se, u pravilu, baziraju na cilju da se

poveca aktivna povrSina elektrode kako bi se poboljsali oksidacijski signali [61, 95].

Veliki je broj modifikacija koje su razvijene za razliite vrste iako treba naglasiti da je
oskudan broj onih koje se odnose na dijamantnu elektrodu dopiranu borom. Pregled
modifikacija na razli¢itim elektrodama u svrhu elektrokemijske karakterizacije bisfenola

A prikazan je naslici 9 [98].

12 pligonukleotidne ili peptidne molekule koje se specifiéno vezu na ciljanu molekulu
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=GCE =CPE =BDDE +-SPE =Au =CNT =ostalo

Slika 12 - Shematski prikaz pregleda elektroda modificiranih u svrhu elektrokemijske
karakterizacije bisfenola A

Postotna procjena izvrSena je na nacin da su pobrojene sve navedene modificirane
elektrode (ukupno 91) te je elektroda za koju je postojalo tri ili viSe vrsta modifikacija
svrstana u zasebnu kategoriju, dok su sve elektrode za koje su navedene manje od tri
modifikacije svrstane u istu kategoriju (ostalo). 1z prikazanog se moze vidjeti da ¢ak 57%
modificiranih elektroda ¢ine elektrode od staklastog ugljika (GCE, engl. glassy carbon
electrodes), 11% elektrode od ugljikove paste (CPE, engl. carbon paste electrodes), 7%
zaslonski Stampane ugljikove elektrode (SCPE, screen-printed carbon electrodes), 6%
zlatne elektrode, 4% BDDE, 3% elektrode od ugljikovih nanocjev¢ica te 14% otpada na
kategoriju ostalo. Ono Sto se moglo zapaziti je to da za GCE postoji najvise razli¢itih
modifikacija, ali isto tako i najvise sli¢nih modifikacija (one koje ukljucuju jedan bar
jedan element isti 1 bar jedan razli¢it). Za GCE uocava se da dolazi do ¢estih modifikacija
enzimom tirozinazom (samim ili uz dodatak ugljikovog materijala ili joS nekog
elementa), ugljikovim materijalima (samim ili uz dodatak dodatnog elementa), metalnim
oksidima te kitozanom. Sto se tite CPE, veé¢ina modifikacija temelji se na tirozinazi
(samoj ili uz dodatni element). Kada se pod povecalo stavi npr. BDDE, uocljivo je da od
spomenuta 4% (Sto je igrom slucaja i ukupno 4 modifikacije) jedna modifikacija ,,nulta“,
jedna samo pred-tretirana, dok druge dvije takoder uklju¢uju tirozinazu. Rad usporedbe,
u tablici 3, dan je pregled granica dokazivanja, LOD (engl. limit of detection) i linearnog

podru¢ja nekih od njih.
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Tablica 3 - Pregled svojstava nekih modificiranih elektroda [98]

Senzor/modifikacija LOD Linearno podrudje
GCE/CNT 0,098 uM 0,3-100 uM
GCE/MW-CNT/tirozinaza 0,2 uM 0,4-10 yM
GCE/MW-CNT/NiO 29 nM 2,4-46 uM
GCE/kitozan/G-MN202 1,02 nM 5nM-20 uM
CPE/tirozinaza 0,15 uM 1-20 pM
CPE/tirozinaza/SW-CNT 0,02 uyM 0,1-12 yM
CPE/CoPc 0,01 uM 0,088-12,5 uM
CPE/Bi2WOs 20 nM 70-1300 nM
BDDE 1 UM 1-100 pM
BDDE (KT) 0,21 pM 0,44-5,2 pM
BDDE/tirozinaza 1uM 1-100 uM

BDDE/tirozinaza/MW-

. . 10 pM 0,01-100 nM
CNT/diazonijeva sol

1.5. Deoksiribonukleinska kiselina (DNA)

Deoksiribonukleinska kiselina, DNA (engl. deoxyribonucleic acid) koja nosi geneticke
upute koje su neophodne za rast, razvoj, funkcioniranje te reprodukciju svih poznatih
Zivih organizama i mnogih virusa. PreteZito je lokalizirana u kromosomima unutar jezgre
stanica kod eukariota te u manjim koli¢inama u mitohondrijima i kloroplastima. S druge

strane, prokariotske stanice imaju DNA u citoplazmi.

Ona zapravo predstavlja oblik biopolimera, ¢iji se monomeri nazivaju nukleotidima.
Svaki nukleotid se sastoji od tri jedinice: deoksiriboza (Secer), dusi¢na baza (purinska ili

pirimidinska) i fosfatna skupina, Sto se moze vidjeti iz slike 10\3.
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Slika 13 - Struktura nukleotida, koji su povezani u dvostruku uzvojnicu

Kao Sto se moze i vidjeti na slici 8, DNA ima strukturu dvostruke uzvojnice, u kojoj su
dva polinukleotidna lanca povezana u anti-paralelnom smjeru vodikovim vezama. Adenin
I timin povezani su dvjema, dok su citozin i gvanin povezani trima vodikovim vezama.
Treba naglasiti da se radi o uvijenoj dvostrukoj uzvojnici. Dusi¢ne baze su hidrofobne
(lipofilne) te su okrenute prema unutrasnjoj strani uzvojnice kako bi ih se zastitilo od
napada drugih spojeva iz vanjske (vodene) sredine. One su kovalentno vezane sa Se¢ernu
jedinicom, a Secerna jedinica s fosfatnom skupinom. 3’-OH skupina veze se na 5°-
fosfatnu skupinu, tako tvore¢i ponavljajuéi element koji ¢ini okosnicu DNA lanca.
Fosfatne skupine i SeCerne jedinice su okrenute prema vanjskoj strani lanca, Sto
objasnjava hidrofilni karakter DNA. Postoji tri tipa DNA — A, B i Z, od kojih je
najuobicajeniji i stabilniji B tip. Tipovi se razlikuju jedan od drugog po broju baznih
parova, orijentaciji zavoja, ali i po Sirini. Tako je A tip najsiri i sadrzi 11 baznih parova,
B tip je malo uZi i sadrzi 10,5 baznih parova, dok je Z tip najuZi, ali se sastoji od 12 baznih

parova. A i B tip su desno-uvijeni, dok je Z tip lijevo-uvijen.

46



1.5.1. Elektrokemija DNA

S obzirom na to da mnogi lijekovi i drugi spojevi reagiraju s DNA te uzimajuci u obzir
sva oStecenja DNA koja proizlaze iz te interakcije $to vodi do nastanka bolesti, veliki broj
znanstvenika pokusSava prona¢i pogodan DNA-biosenzor (genosenzor) za otkrivanje
genetickih bolesti te identifikaciju opasnih spojeva koji potencijalno mogu reagirati s
DNA. Ovakav tip senzora c¢ini elektroda na ¢ijoj povrSini se nalazi DNA kao bioloski
element prepoznavanja. Voltametrijski i amperometrijski uredaji oslanjaju se na
oksidaciju DNA baza, uglavnom na adenin i gvanin. Zanimljiva je ¢injenica da su Sec¢erna
jedinica i fosfatna skupina elektrokemijski neaktivne. Ono $to je vazno naglasiti je to da
je oksidacija purina i pirimidina elektrokemijski ireverzibilan proces. Elektrokemijske
metode se koriste u detekciji DNA osteéenja, jer su vrlo jednostavne, visoko osjetljive,
lake za pripremu, vrlo brze te nisu tako skupe. Elektroda modificirana s DNA mozZe se
koristiti kao biosenzor za DNA os$tecenja, DNA hibridizaciju te u svrhu studije interakcije
DNA s drugim spojevima. Elektrooksidacija gvanina i adenina prikazana je na slici 14
[99, 100, 101, 102, 103, 104].

; N NH
N 2 N NH
<ﬁ‘ l \\‘I/ -1H" -2e o= C \l/ 2t Zl'.‘ !N--. “Y 2
—_— 0=c
N NH +H,0 | NH
H I-l N
0 (0] QO
gvanin
NH, NH,
H
< | H“N 21—1 -2e —2e =N -2H" -2e 0— (/ ""‘- "“*-q
I —
\N / +I-I 0 +H;0 SO
adenin

Slika 14 - Shematski prikaz elektrooksidacije gvanina i adenina

Povrsina elektrode se moze modificirati deoksiribonukleinskom kiselinom na vise nacina.
Najces¢i 1 najjednostavniji je adsorpcija na povrSinu elektrode, dok druga dva vrlo Cesta
ukljucuju imobilizaciju kovalentnim vezanjem ili upotrebu nanomaterijala. Adsorpcija se
sastoji iz dvaju koraka. Prvi podrazumijeva pred-anodizaciju i sorpciju DNA na povrsinu.

Tako se u prvom koraku zeli posti¢i O-terminirana povrsina elektrode, kako bi se olakSalo
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nakupljanje DNA. U drugom se DNA sorbira pri konstantnom potencijalu. Adsorpcija
ukljucuje interakciju negativno nabijene Se¢erne, odnosno fosfatne skupine s povrSinom
elektrode, koja pozitivno nabijena. Oksidacijski pik se o¢ekuje na potencijalu od oko 1 V

za gvanin te na nesto pozitivnijem potencijalu za adenin [1, 99, 105, 106, 107].

1.6. Interakcijska mini-studija DNA i bisfenola A

DNA-BPA adukt®® je bio tema mnogih istraZivanja in vivo. U literaturi se navodi da BPA
prilikom ulaska u organizam biva metaboliziran do svojih hidroksiliranih derivata, koji
se nakon toga oksidiraju do orto-kinona (o-kinona), kao $to je npr. BPA-3,4-kinon, BPAQ
(engl. BPA-3,4-quinone). Pretpostavlja se da BPAQ reagira s DNA kako bi tvorio adukt
na nacin da se veze na N7-atom gvanina. Elektrooksidacija se odvija na na¢in da Se prvo
stvori hidroksibisfenol, koji dalje ulazi u sustav redoks jednadzbi. Tijekom ovog redoks
»Kruzenja“ dalje se enzimski oksidira do semi-kinonskog oblika, ¢ije postojanje zasad
nije demonstrirano, te konac¢no oksidira do o-kinonskog oblika, koji dalje moze tvoriti
DNA adukte (slika 15) [73, 108, 109].

CHs CH, CH;,
o0t -Cyonz= [0 4L
CHs HO CH, HO CH;

bisfenol A 5-hidroksibisfenol semikinon bisfenola

|
O

o]

BPA-3.4-kinon

Slika 15 - shematski prikaz mehanizma oksidacije BPA

13 produkt direktne adicije dva ili viSe razli¢itih spojeva, koji nastaje kao reakcijski produkt koji sadrzi sve
atome svih komponenti koje su sudjelovale u reakciji
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Medutim, postoje i alternativni nacini oksidacije bisfenola A. Ono $to im je zajednic¢ko
je nastanak radikalskog oblika, koji je vrlo nestabilan u prisustvu nukleofila te odmah

reagira s vodom iz otopine daju¢i konacni produkt (slika 16).

H CHs HiC_ CHs Hee s
+
-2H_
_— —_—
HO OH o (@] o o]

Slika 16 - shematski prikaz oksidacije BPA

o-kinoni su vrlo reaktivne kemijske vrste. Zbog njihovog visokog elektronskog afiniteta,
sposobni su sudjelovati u redoks reakcijama te generirati reaktivne kisikove vrste, ROS
(engl. reactive oxygen species). Isto tako, sposobni su reagirati s nukleofilima kao Sto su
proteini i nukleotidi (Michaelove 1,4-adicije). Uoceno je da BPAQ moze reagirati i s
deoksiguanozinom i s DNA u puferu ili vodi te da je rezultat ovakve reakcije nastanak
depuriniranog produkta 3-hidroksi-BPA-N7-gvanin te kationska deoksiriboza (slika 17).
Ovo rezultira nastankom apurinskih mjesta, koja mogu dovesti do mutacija ukoliko
zakaze neki od mehanizama popravka oste¢enja DNA [110, 111].
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Slika 17 - shematski prikaz mehanizma interakcije BPAQ i deoksigvanozina
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1.6.1. Utjecaj interakcije DNA i BPA na elektrokemijska mjerenja

Kao §to se iz prethodnog moze i zakljuciti, gvanin je nukleotid koji je najpodlozniji
utjecaju Stetnih kemikalija, odnosno Stetnom u¢inku BPA. Stoga je ocigledno i da ¢e se
navedeno ocitovati u elektrokemijskim mjerenjima najviSe kod izgleda pika za gvanin.
Prema literaturi, pik moze biti pomaknut ka negativnijim vrijednostima potencijala u
slu¢aju elektrostatskih interakcija ili pozitivnijim u slucaju interkalacijskog vezivanja.
Prema prethodnim priopéenjima, DPV voltamogrami su pokazali da se gvaninski pik
smanjuje popratnim povec¢anjem koncentracije BPA. Pokazano je da vise BPA radikala
reagira s DNA pri visim koncentracijama BPA, $to govori da je ostecenje DNA direktno
ovisno o koncentraciji BPA. lako treba naglasiti da pik raste do odredene vrijednosti, a
onda naglo pada, Sto se moze pripisati akumulaciji BPA, koji je reagirao s DNA, na
povrsini elektrode. U prisustvu DNA, oksidacijski pik BPA se povecava i pomice ka
pozitivnijim potencijalima, $to govori da se radi o interkalaciji. U povrathom posmiku

nema redukcijskog pika, §to znaci da je oksidacija BPA ireverzibilan proces [73, 95, 98].
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2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1. Priprava otopina

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

Tablica 4 - Kemikalije koriStene za pripravu eksperimentalnih otopina

kemikalija
dsDNA iz riblje sperme
bisfenol A
grafitni prah
parafinsko ulje
kalijev di-hidrogen fosfat
di-kalijev hidrogen fosfat
natrijev acetat trihidrat
natrijev di-hidrogen fosfat
dihidrat
di-natrijev hidrogen fosfat
dodekahidrat

2.1.1. Priprava otopine DNA

molekulska formula

Ci5H1607
C

KH,PO,
K,HPO,
CH;COONax3H,0

NaH2P04><2H20

Na2HP04><12HZO

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

p.a.

p.a.

dobavlja¢

Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Merck, SAD

»Kemika“, Zagreb

Merck, SAD

Za pripravu ,,stock” otopine odvaze se 0,1 g DNA, prenese se u odmjernu tikvicu od 100

mL te nadopuni otopinom (fosfatnog) pufera do oznake. Ne preporucuje se da se otopina

koristi duze od jednog radnog dana te i prilikom uporabe treba paziti da se nalazi na

relativno hladnom mjestu, zasticenom od sunceve svjetlosti.

14 dsDNA - dvolan¢ana DNA, za razliku od jednolanéane DNA (ssDNA)
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2.1.2. Priprava otopine BPA

Za pripravu ,,stock* otopine (200 ppm) odvaze se 0,02 g BPA, prenese u odmjernu tikvicu
od 100 mL te nadopuni otopinom (fosfatnog) pufera do oznake. Tako pripravljena otopina
ostavi se 24 sata na 40°C uz konstantno mijeSanje. Gotovu otopinu treba drzati na

relativno hladnom mjestu, zaSti¢enom od sunceve svjetlosti.

2.1.3. Priprava otopine KH2PO4

27,218 g KH2PO4 se odvaze i prenese u odmjernu tikvicu od 2 L te se otopi i nadopuni
dejoniziranom vodom do oznake. Ovako pripravljena otopina ima koncentraciju od
0,1 M.

2.1.4. Priprava otopine K;HPO4

34,836 g KH2PO4 se odvaze i prenese u odmjernu tikvicu od 2 L te se otopi i hadopuni
dejoniziranom vodom do oznake. Ovako pripravljena otopina ima koncentraciju od
0,1 M.

2.1.5. Priprava otopine CH3:COONa

34,02 g CH3COONa se odvaze i prenese u odmjernu tikvicu od 0,5 L te se otopi i
nadopuni dejoniziranom vodom do oznake. Ovako pripravljena otopina ima

koncentraciju od 0,5 M.
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2.1.6. Priprava otopine NaH>PO4

3,9 g NaH2PO4 se odvaze i prenese u odmjernu tikvicu od 0,5 L te se otopi i nadopuni
dejoniziranom vodom do oznake. Ovako pripravljena otopina ima koncentraciju od
0,05 M.

2.1.7. Priprava otopine NazHPO4

8,954 g Na2HPO4 se odvaze i prenese u odmjernu tikvicu od 0,5 L te se otopi i nadopuni
dejoniziranom vodom do oznake. Ovako pripravljena otopina ima koncentraciju od
0,05 M.

2.1.8. Priprave otopine fosfatnog pufera (0,1 M); pH 7

Dodavanjem 0,1 M otopine K2HPO4 u otopinu 0,1 M otopinu KH2PO4 prilagodava se pH
do Zeljene vrijednosti (pH = 7). Ovo dodavanje se vrs$i uz stalno prac¢enje pH vrijednosti

pH-metrom.

2.1.9. Priprava otopine fosfatnog pufera (0,05 M); pH 7,4

Dodavanjem 0,05 M otopine Na2HPO4 u otopinu 0,05 M otopinu NaH2PO4 prilagodava
se pH do Zzeljene vrijednosti (pH = 7,4). Ovo dodavanje se vr$i uz stalno prac¢enje pH

vrijednosti pH-metrom.
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2.1.10. Priprava otopine acetatnog pufera (0,5 M); pH 4,8

Dodavanjem koncentrirane otopine CH3COOH u 0,5 M otopinu CH3COONa prilagodava
se pH do zeljene vrijednosti (pH = 4,8). Ovo dodavanje se vrsi uz stalno pracenje pH

vrijednosti pH-metrom.

2.2. Aparatura

Koristena je elektrokemijska Celija sa srebro/srebro-kloridnom elektrodom (Radiometar
XR 300 (3 M Ag/AgCl)) kao referentnom, platinskom plo¢icom kao protuelektrodom te
elektrodom od ugljikove paste i dijamantnom elektrodom dopiranom borom kao radnim

elektrodama.

Sva elektrokemijska mjerenja su izvrSena s potenciostatom (Autolab PGSTAT 302N)

spojenim na osobno rac¢unalo (PC), a kojim se upravlja pomo¢u NOVA 2.1 softwarea.

Za mjerenja je koristeno magnetno mijeSalo kako bi se osigurala homogenost otopine.

2.3. Priprava radnih elektroda

Ugljikova pasta pripravljena je iz grafitnog praha dodavanjem 360 pL parafinskog ulja
po gramu praha. MijeSana je ru¢no u tarioniku oko pola sata, odnosno dok se smjesa nije
homogenizirala. Nakon postignute odgovarajuc¢e konzistencije, pasta je stavljena na
teflonski nosa¢ s fiksiranim kontaktom od bakarne Zice te je tako pripravljena elektroda
polirana ¢istim bijelim papirom, kako bi se dobila glatka povrSina. Promjer povrsine

elektrode iznosi 7 mm.

Dijamantna elektroda dopirana borom (BDDE) je kupljena od dobavljacéa Windsor
Scientific, Berkshire, UK. Elektroda je prije uporabe njezno polirana tkaninom. Promjer

povrsine elektrode iznosi 3 mm.

55



2.3.1. Imobilizacija DNA

Imobilizacija dsSDNA na povrSinu elektrode izvrSena je prema literaturi u 2 koraka [112,
113]:
1) pred-anodizacija elektrode pri +1,7 V u fosfathom puferu (0,05 M, pH 7,4) 60 s
bez mijeSanja
2) imobilizacija DNA u acetathom puferu (0,5 M, pH 4,8) pri potencijalu od +0,5 V
300 s uz mijesanje. Koncentracije DNA iznosile su 10, 100 i 500 mgL™.

Nakon imobilizacije DNA, elektroda je prana u acetatnom puferu 10 s te premjeStena u

¢eliju za mjerenje, koja je sadrzavala 25 mL fosfatnog pufera (0,1 M, pH 7).
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3. REZULTATI | RASPRAVA



Svi voltamogrami snimljeni su na obnovljenoj povrsini (u slu¢aju CPE). Snimljeni
cikli¢ki voltamogrami su voltamogrami jednog ciklusa. Sva mjerenja su vrsena u otopini
fosfatnog pufera (0,1 M) pri pH 7 u podrucju potencijala od 0,3 do 1,4 V (obje elektrode)
za ciklicku voltametriju te u podrucju potencijala od 0,3 do 1,4 V (CPE) 10,3 do 2,0 V
(BDDE) za diferencijalnu pulsnu voltametriju. Broj ciklusa je iznosi 1, ,,scan rate” je je

iznosio 0,1 Vs te ,,step potencijal“ 0,02 V.

Na osnovu pregledanih literaturnih podataka, kao i na osnovu uvida u mehanizam anodne
oksidacije BPA na krutim elektrodama, kao pogodna pH odabrana je pH 7. Nadalje, u
prilog odabiru ove pH vrijednosti ide i fizioloSka pH vrijednost. Prema tome, svi ovdje

prikazani rezultati su oni dobiveni pri pH 7.

Na slici 18a1 prikazani su ciklicki voltamogrami CPE u ovisnosti 0 koncentraciji BPA.
Dobiveni voltamogrami pokazuju oksidacijski pik pri anodnim potencijalima izmedu 0,4
i 0,6 V. Zanimljivo je da potencijal vr$ne struje ,.klizi“ ka katodnim podrucjima s
poveéanjem koncentracije BPA. Nije primije¢ena linearna ovisnost visine pika o
koncentraciji BPA. Takoder, cikli¢ki voltamogrami otkrivaju ireverzibilnost anodne

oksidacije.

—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
B 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
| 2,5 ppm BPA
0,00004 T oo BPA
— 0,5 ppm BPA
0,00003 —— 0,1 ppm BPA
<
0,00002 -
0,00001
0,00000
T T T T T T !

0,2 04 06 0,8 1,0 1.2 1.4 1,6

Slika 18a; — ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA u fosfatnom
puferu
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Imajuéi u vidu kemijsku interakciju BPA s DNA, kao i gore navedene rezultate, ideja
ovog rada je koriste¢i ovu interakciju elektrokemijski odrediti koncentraciju BPA.
Preliminarna istrazivanja su usmjerena na elektrokemijsko ponaSanje BPA u prisutnosti
DNA.

Za utvrdivanje elektrokemijskog ponasanja DNA na CPE snimani su ciklicki
voltamogrami CPE u ovisnosti o koncentraciji DNA. Dobiveni cikli¢ki voltamogrami
pokazuju pojavu dva anodna oksidacijska pika pri anodnim potencijalimaoko 111,15 V.
Ovi anodni pikovi mogu se pripisati oksidaciji gvanina te adenina slijedno. Kao i u slucaju
BPA, elektrokemijsko ponaSanje DNA je ireverzibilnog karaktera (slika 18a2). Uo¢eno

ponasanje je u skladu s prethodnim izvjes¢ima.

0,00010 A
—— DNA 500 mgL™"!
0,00008 -} —— DNA 200 mgL"™"
—— DNA 100 mgL™"
S ——DNA 50 mgL™
' | DNA 10 mgL™"
<
0,00004 -
0,00002
0,00000 —
T I T T T T 1

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 1.4 1,6

Slika 18a; - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji DNA u fosfatnom
puferu

U ovu svrhu snimljeni su cikli¢ki voltamogrami u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
stalnoj koncentraciji DNA. Snimljeni cikli¢ki voltamogrami prikazani su slikama 18b-f.
Zanimljivo je da pri najve¢im koncentracijama BPA (50 ili 100 ppm) dolazi do $irenja
anodnog pika kroz cijelo podrucje potencijala od 0,5 do 0,8 V pri stalnoj koncentraciji
DNA (10 mgL™). Ovo prosirenje je veée s poveéanjem koncentracije DNA u otopini.
Moguce je nekoliko objaSnjenja ovakvog ponaSanja. Budu¢i da se radi o jednoj vrsti

kompleksnijih spojeva, razvucenost ovog pika moze proizlaziti iz razloga difuzije BPA
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ka povrsini elektrode iz formiranog BPA-DNA kompleksa. U prilog ovome ide i ¢injenica
da je pik razvuceniji s povecanjem koncentracije DNA. Ova anodna oksidacija je
kontrolirana kinetikom raspada ovog kompleksa. Pri ve¢im koncentracijama DNA (100,
200 i 500 mgL™) u cikli¢kim voltamogramima vidljivi su i dodatni pikovi na
potencijalima veci od 1,3 V. Kao i u slucaju cikli¢kih voltamograma DNA na CPE ovi
pikovi odgovaraju anodnoj oksidacije purinskih baza. Nadalje, pri koncentraciji DNA od
10 mgL™? vidljiva je mnogo veca rasirenost pika pri nizim koncentracijama BPA (0,1-
10 ppm). Ovo sugerira ,,formiranje kompleksa sa stehiometrijom 1:1%, $to je u skladu s
dobivenim rezultatima za koncentraciju BPA od 100 ppm pri razli¢itim koncentracijama
DNA (slike 18b-f).

—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
B0 —— 10 ppm BPA
] —— 5 ppm BPA
Rl 2,5 ppm BPA
0 00005—- d BRIEEA
' ] — 0,5 ppm BPA
0.00004 —— 0,1 ppm BPA
- ]
= 0,00003
0,00002 -
0,00001 -
0,00000 -
-0,00001 : . : : . . 1
0,2 0,4 0,6 08 1,0 1,2 1,4 1,6

EN

Slika 18b - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 10 mgL™
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—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
B —— 10 ppm BPA
; 1 | ——5ppmBPA
— 2,5 ppm BPA
0,00005 1 ppm BPA
1 |——0,5ppm BPA
0000049 \——0,1 ppm BPA
1 |— blank
§ 0,00003
0,00002 |
0,00001
0,00000
-0,00001 : T . . . . 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

EN

Slika 18c - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 50 mgL™*

—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
0,000077 | —— 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
e 2,5 ppm BPA
—— 1 ppm BPA
0000051 0,5 ppm BPA
S— — 0,1 ppm BPA
: 1 |——nblank
<
= 0,00003
0,00002 -
0,00001 -
0,00000 -
-0,00001 T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 2 1.4 1,6

EN

Slika 18d - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 100 mgL™
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—— 100 ppm BPA
0,00010 ~ —— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
0,00008 —— 2,5 ppm BPA
—— 1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
—— 0,1 ppm BPA
—— blank

0,00006

IA

0,00004

0,00002

0,00000

-0,00002 T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 1,6

Slika 18e - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 200 mgL™!

—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
0,00010 - —— 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
—— 2,5 ppm BPA
0,00008 - 1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
0,00006 - === 0,1 PpmM BPA
<
0,00004 -
0,00002
0,00000

0,2 0,4 0,6 0.8 1,0 1.2 1.4 1,6
EN

Slika 18f - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 500 mgL™*
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Na osnovu prethodnih razmatranja istrazivanje je usmjereno ka moguénosti formiranja
kompleksa DNA-BPA na elektroaktivnoj povrSini. U ovu svrhu, na povrSinu CPE
imobilizirana je DNA (kako je navedeno u poglavlju 2.3.1.). Ciklicki voltamogrami
dobiveni s ovako modificiranim elektrodama prikazani su na slikama 19a-e. Kao Sto je i
koncentracije DNA na povrsini CPE (iza 1 V). Moze su uociti sliéno ponasanje kao i u
slucaju kada su ciklicki voltamogrami snimljeni u otopini koja je sadrzavala DNA i BPA,
glede anodnog oksidacijskog pika pri oko 0,5 V. Ove struje su, za razliku od slu¢aja kada
se radilo o anodnoj oksidaciji DNA i BPA iz otopine, za red veli¢ine veée vrijednosti.
Ovo sugerira ve¢u koncentraciju BPA na/pri povrsini CPE, §to govori u prilog poveéanoj
koncentraciji BPA-DNA kompleksa. Nadalje, pri visSim koncentracijama imobilizirane
DNA (100, 200 i 500 mgL™) vidljiva je pojava trostrukog pika na potencijalima 0,8; 1,1
I 1,3 V. Pojava ovih pikova nije znatno utjecala na anodni pik oksidacije BPA pri oko 0,6
V. Sve ovo upucuje na oksidaciju BPA iz kompleksa formiranog na povrSini CPE nakon
Cega slijedi oksidacija imobiliziranog DNA. Sve ove reakcije su dakle vezane za reakcije
s povrSine elektrode. Prema tome, ovakav pristup ima za posljedicu vecu osjetljivost
spram BPA, ali i vece osnovne struje koje su ponajvise posljedica oksidacijskog procesa
adsorbiranog DNA. Kao posljedica adsorpcije DNA na povrSinu CPE, veée su i
pseudokapacitivne struje, koje su posljedica anodnih procesa tijekom cijele anodne grane

ciklickog voltamograma.
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—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
6.0008= —— 10 ppm BPA
— 5 ppm BPA
—— 2,5 ppm BPA
0L000g: 1 ——— 1 ppm BPA
— 0,5 ppm BPA
i — 0,1 ppm BPA
R —— blank
0,0002 ~
0,0000
-0,0002 T T T T T T T T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0.8 1,0 1,2 1,4 1,6
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Slika 19a - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji imobilizirane DNA 10 mgL™*

0,0008 — 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
0,0007 1 —— 10 ppm BPA
0,0006 - —— 5 ppm BPA
— 2,5 ppm BPA
0,0005 — 1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
g A0.000 —— 0,1 ppm BPA
0,0003
0,0002
0,0001 4
0,0000
-0,0001 T T T T T T T T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 52 1,4 1,6

Slika 19b - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji imobilizirane DNA 50 mgL™*
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—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
0,0008 - — 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
— 2,5 ppm BPA
0,0008 —— 1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
—— 0,1 ppm BPA
< 0,0004 ~ —— blank
0,0002
0,0000 -
-0,0002 T T T T T T T T T T T T T 1
0,2 0,4 0,6 0.8 1,0 1,2 1,4 1,6

Slika 19c - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji imobilizirane DNA 100 mgL™*

0,0010 —— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
0,0008 - 5ppm BPA
— 2,5 ppm BPA
0,0006 - — 1ppm BPA
— 0,5 ppm BPA
— 0,1 ppm BPA
—— blank

A

0,0004

0,0002

0,0000

'0,0002 T T T T T T 1

Slika 19d - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji imobilizirane DNA 200 mgL™*
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0,0012 —— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
0,0010 - — 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
0,0008 - 2,5 ppm BPA
é 1 ppm BPA
fva) 0,5 ppm BPA
£ 9,00085 ——0,1 ppm BPA
=3 — blank
S 0,0004 4
0,0002
0,0000
-0,0002 T T T T T T T T 1

—
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 14 1,6
Potential applied (V)

Slika 19e - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji imobilizirane DNA 200 mgL™

S obzirom na gore izloZene rezultate, radi razjasnjenja elektrokemijskog odziva i
dobivanja §to jasnijeg uvida u anodne procese koji se dogadaju, a da se pri tom smanji
utjecaj pozadinskih struja (osnovnih i pseudokapacitivnih) snimani su voltamogrami
tehnikom diferencijalne pulsne voltametrije (DPV). Snimljeni voltamogrami pri
razli¢itim koncentracijama BPA, a konstantnim koncentracijama DNA prikazani su na
slikama 20b-f.

Na slici 20a prikazani su voltamogrami nemodificirane CPE u ovisnosti o dodanom BPA.
Vidljiv je porast anodnog pika na 0,4 V, koji raste s dodatkom BPA. Ovo upucuje na
anodnu oksidaciju BPA (prema reakciji gore navedenoj). Primjecuje se i pojava dodatnog
anodnog pika na +1,2 V pri nizim koncentracijama BPA i ¢ak kada on nije prisutan. Ovaj
anodni proces moze se pripisati anodnoj oksidaciji CPE i stvaranju aktivnih C-O skupina.
Ovaj proces nije bio vidljiv u ciklickim voltamogramima, npr. slike 17a-f, zbog
primijenjene metode. U prilog ovom procesu ide i ¢injenica smanjivanja te kona¢no
nestanka ovog pika s dodatkom BPA. Ovo sugerira akumulaciju produkata anodne
oksidacije na povrsini elektrode, Sto blokira kontakt elektrolitne otopine s povrsinom CPE
te je na takav nacin aktivira. Ovo posebno dobiva na tezini s obzirom na ¢injenicu da se
povrsina prije svakog mjerenja obnovila. Ovakvo ponaSanje je vidljivo i za mjerenja
uradena uz stalnu koncentraciju DNA (slike 20b-f), s tim da se pri viSim koncentracijama
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DNA ovaj anodni pik nastavlja na oksidacijski pik karakteristican za oksidaciju purinskih

baza. No, bez obzira na prisutan DNA, oba anodna pika (onaj na 1,1 V te onaj na 1,2 V)

nestaju pri viSim koncentracijama BPA. Nadalje, uz nekoliko iznimaka (za 100 i 500

mgL* DNA) porastom koncentracije DNA anodni pika na 0,5 V postaje sve manji, $to

upucuje na manju osjetljivost elektrode prema BPA kao posljedica kompleksiranja BPA-

DNA.

1A

Slika 20a - DP voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA u puferu

0,000040
0,000035
0,000030
0,000025
0,000020
0,000015
0,000010
0,000005

0,000000 -

—— 100 ppm BPA
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| | 10 ppm BPA
[ —— 5 ppm BPA

‘-‘,“"\ 2,5 ppm BPA
[ 1 ppm BPA

| } 0,5 ppm BPA
) ! ——0,1 ppm BPA
Iy — blank

e

0,2
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—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
0,000025 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
0,000020 — 2,5 ppm BPA
1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
2 0,000015 ——0,1 ppm BPA
0,000010
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0,000000
r T T T T T T T T T r T
0,2 0,4 0,8 0,8 1,0 1,2 1,4

Slika 20b - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 10 mgL™*

100 ppm BPA
0,000035 — 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
0,000030 ~— 5ppm BPA
‘ 2,5 ppm BPA
0,000025 J 1 ppm BPA
l\ — 0,5 ppm BPA
< 0,000020 - i;, ——0,1 ppm BPA
0,000015
0,000010 4
0,000005 -
0,000000 , , ' . :
06 0,8 1,0 1,2 1,4
EN

Slika 20c - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 50 mgL™*
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0,00004

0,00003
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0,00002

0,00001

0,00000

—— 50 ppm BPA
— 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA

—— 1 ppm BPA

— blank

—— 100 ppm BPA
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— 0,1 ppm BPA

0,2

EN

Slika 20d - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 100 mgL™

0,000040

0,000035

0,000030

0,000025 -

1A

0,000020

0,000015

0,000010

0,000005 -

0,000000

—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
— 2,5 ppm BPA
—— 1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
—— 0,1 ppm BPA
—— blank

Slika 20e - ciklicki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 200 mgL™*
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100 ppm BPA
— 50 ppm BPA
0,000030 10 ppm BPA
\ A 5 ppm BPA
0,000025 - A 2,5 ppm BPA J
] , \\ 1 ppm BPA /
i Y 0,5 ppm BPA J/
0,000020 / \ 0.1 ppm BPA / ;
[ A — blank i
< 0,000015 - AN
0,000010
0,000005 A
0,000000 A
02 04 06 08 10 12 14

Slika 20f - cikli¢ki voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 500 mgL™!

Kao i u slucaju ciklicke voltametrije DP voltamogrami (slike 21a-e) u slucaju kada je
DNA imobilizirana na povr§inu CPE pokazuju znatno vecu osjetljivost (red veliine)
prema BPA. No, vidljivo je da poveéanjem koli¢ine imobilizirane DNA na povrSini
elektrode ili rastu osnovne struje ili pada osjetljivost prema BPA. Kao i u prethodnim
slucajevima vidljivi su pikovi karakteristi¢ni za oksidaciju DNA, koji postaju istaknutiji

kako raste njegova koncentracija na povrsini.
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0,00025

— 100 ppm BPA
— 50 ppm BPA
— 10 ppm BPA
0,00020 — 5ppmBPA
— 2,5 ppm BPA
— 1 ppm BPA
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< —— 0,1 ppm BPA
0,00010 4
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0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Slika 21a — DP voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 10 mgL™*
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<
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T T T T T
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
EN

Slika 21b - DP voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 50 mgL™
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—— 0,5 ppm BPA
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0,2

Slika 21c - DP voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 100 mgL™*
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Slika 21d - DP voltamogrami na CPE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 200 mgL™
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_ —— 100 ppm BPA
0002 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
—— 5 ppm BPA
0/00020 2,5 ppm BPA
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0,00015 ~ —— 0,1 ppm BPA
<
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0,2 0.4 0.6 0,8 1,0 1,2 1,4

Slika 21e - DP voltamogrami na CPE u ovisnosti o0 koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 500 mgL™

Kao $to je i spomenuto u opéem dijelu, BDDE imaju prednost nad ostalim materijalima
temeljenim na ugljiku u pogledu Sirokog podrucja potencijala. S obzirom na primije¢ene
anodne procese na CPE, kao potencijalna elektroda za ispitivanje elektrokemijskog
ponasanja BPA u prisutnosti DNA, odabrana je BDDE. Preliminarna istrazivanja radena
su snimanjem cikli¢kih voltamograma pri identi¢nim uvjetima kao i u slu¢aju CPE (slika
22a-c). Dobiveni ciklicki voltamogrami nisu pokazivali nikakve promjene dodatkom
BPA, bilo uz konstantnu koncentraciju DNA, bilo uz imobiliziranu DNA na povrsinu
BDDE. Ovo je vrlo iznenadujué¢e imajuéi u vidu prethodna izvjeséa. Moguéi razlog
ovakve inertnosti lezi u tome da je BDDE upotrijebljena bez prethodnog adekvatnog

elektrokemijskog pred-tretmana.
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Slika 22a - cikli¢ki voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA u puferu

0,0008 — 100 ppm BPA
— 50 ppm BPA
B0007 ~— 10 ppm BPA
0,0006 - 5 ppm BPA
2,5 ppm BPA
0,0005 - 1 ppm BPA /
0,5 ppm BPA /
< i 7 f
= SR 0,1 ppmBPA
0,0003 blank
0,0002 -
0,0001 |
0,0000
-0,0001

| SR T T T T
0 12 14 16 18 20 22
EN

T T T
02 04 06 08 1

Slika 22b - cikli¢ki voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji DNA 500 mgL™*
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e 2,5 ppm BPA g
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0,0002 - —— 0,1 ppm BPA
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0,0000 =

| L T r . .
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EN
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02 04 06 08 1

Slika 22c - ciklicki voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri
koncentraciji imobilizirane DNA 500 mgL ™

Ipak se mogu vidjeti naznake nekih elektrokemijskih procesa kada je umjesto ciklicke
voltametrije upotrijebljena DPV. DP voltamogrami za BDDE u prisutnosti razli¢itih
koncentracija BPA uz stalnu koncentraciju DNA prikazani su na slici (23a-f). 1z
voltamograma se mogu razluciti anodni procesi karakteristi¢ni za anodnu oksidaciju BPA
pri 0,5 V. Ovi odzivi nisu bili linearni s koncentracijom BPA i pokazivali su velike razlike

u osnovnim strujama.
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Slika 23a — DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o0 koncentraciji BPA u puferu

0,00016 -
——— 100 ppm BPA
0,00014 - S0P By
—— 10 ppm BPA
0,00012 - ~9ppmBPA
—— 2,5 ppm BPA
0,00010 1 ppm BPA
- ~—0,5ppm BPA
< 0,00008 ——0,1 ppm BPA
0,00006 - Dlank
0,00004
0,00002 Lj‘x —
0,00000

T
0 12 14 16 1,8 20 22
EN

T T T T
02 04 06 08 1

Slika 23b - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti 0 koncentraciji BPA pri koncentraciji
DNA 10 mgL™
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0,00010
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0,00000
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—— 0,5 ppm BPA
—0,1 ppm BPA
—— blank

— 100 ppm BPA
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EN

—
0 12 1

4 186 18 20 22

Slika 23c - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o0 koncentraciji BPA pri koncentraciji

DNA 50 mgL™*

0,00016
0,00014
0,00012

0,00010

A

0,00008
0,00006
0,00004
0,00002 4

0,00000

— 100 ppm BPA
— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
5 ppm BPA
2,5 ppm BPA
1 ppm BPA
—— 0,5 ppm BPA
—— 0,1 ppm BPA
blank

Slika 23d - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji

DNA 100 mgL™!
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1A
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—— 10 ppm BPA

—— 0,1 ppm BPA

5 ppm BPA
2,5 ppm BPA
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koncentraciji DNA 200 mgL™*

0,00016
0,00014
0,00012

0,00010

A

0,00008
0,00006
0,00004
0,00002 4

0,00000

—— 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA
5 ppm BPA
2,5 ppm BPA
1 ppm BPA
0,5 ppm BPA
— 0,1 ppm BPA

— -
0 12 14

1,6

1,8

2,0

2,2

Slika 23e - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri

Slika 23f - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o0 koncentraciji BPA pri koncentraciji
DNA 500 mgL™!

Analogno prethodnim mjerenjima, takoder su snimljeni DP voltamogrami s prethodno

imobiliziranom DNA na BDDE u ovisnosti 0 koncentraciji BPA (slika 24a-e). U ovom
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slu¢aju osjetljivost ovako pripravljene elektrode javlja se tek pri visim koncentracijama
BPA (501 100 ppm). Takoder nisu uoceni karakteristi¢ni oksidacijski pikovi za DNA kao
na CPE. Na osnovu svega goreg iznesenog za BDDE moze se zakljuciti da je jedan od
vaznijih faktora elektrokemijskog ponasanja BDDE u prisutnosti DNA i BPA, njena
elektrokemijska priprema.

0,00010 — 100 ppm BPA )
—— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA 7
0,00008 —5 ppm BPA ‘;i
1 2,5 ppm BPA /
0,00006 1 ppm BPA /
< —— 0,5 ppm BPA
—0,1 ppm BPA
0,00004 - —— blank
0,00002
0,00000 -

T T T T T 1
0 12 14 16 18 20 22
EIV

T T T T
02 04 06 08 1

Slika 24a - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 10 mgL™
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—— 100 ppm BPA
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1 — 10 ppm BPA
0,00008 - — 5 ppm BPA
2,5 ppm BPA
1 ppm BPA
< 0,00006 - —— 0,5 ppm BPA
= —0,1 ppm BPA
0,00004 bank
0,00002
0,00000 -

T T T T T T T T ~— 1T "1
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
EN

Slika 24b - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 50 mgL™*

BR00104 100 ppm BPA
—— 50 ppm BPA
—— 10 ppm BPA /
- 5 ppm BPA /
2.5 ppm BPA /|
0,00006 1 ppm BPA / F
0,5 ppm BPA /] |
0,1 ppm BPA '
0,00004 - —— blank / //,-'ﬂ

0,00008

A

0,00002

0,00000

T T T T — T T T T T T 1
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
EN

Slika 24c - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti 0 koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 100 mgL™*
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Slika 24d - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti 0 koncentraciji BPA pri koncentraciji
imobilizirane DNA 200 mgL™
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0,00006 —
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Slika 24e - DP voltamogrami na BDDE u ovisnosti o koncentraciji BPA pri koncentraciji

DNA 500 mgL™*
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4. ZAKLJUCAK



Cilj ovog rada bio je razvoj pogodnog DNA-biosenzora, koji bi stupao u interakciju s
bisfenolom A te utvrdivanje moze li se ovakva vrsta interakcije odredivati

voltametrijskim metodama.

Rezultati mjerenja za elektrodu od ugljikove paste pokazali su da postoji neki odziv na
vrste prisutne u otopini prilikom mjerenje. Medutim, buduci da isti ne karakterizira skoro
pa nikakva linearnost te postoje signali koji se ne poklapaju s literaturom iako se ¢ini da
do neke interakcije ipak dolazi. Prema navedenom, moze se zakljuciti da je potrebno
istrazivanje usmjeriti u smjeru optimiziranja aktivne povrsine elektrode te uporabe

drugog nacina modificiranja iste.

Sliéno je i kod dijamantne elektrode dopirane borom. Ciklicki voltamogrami nisu
pokazali nikakav znacajan odziv. S druge strane diferencijalni pulsni voltamogrami
pokazali su neke vidljive pikove, ali ne i one koji su karakteristicni za vrste prisutne u
otopini (DNA). Stoge je zakljucak da treba pomno prouciti metode pred-tretmana
elektrodne povrSine, a s time i razmotriti uporabu drugacijih nacina modifikacije

elektrodne povrsine, odnosno imobilizacije DNA.
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