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Kemijski odsjek

SAZETAK

PRIMJENA POVRSINSKI MODIFICIRANIH TITANATNIH NANOCJEVCICA U
ELEKTROKEMIJSKIM SENZORIMA

David Sovi¢
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Pierottijeva 6, Zagreb

U radu je istrazena moguénost primjene titanatnih nanocjevCica kao ¢vrstog nosaca za
imobilizaciju Kkatalizatora u elektrokemijskim (amperometrijskim) senzorima. Titanatne
nanocjev¢ice povrSinski su modificirane (3-aminopropil)trimetoksisilanom (APTMS), pri
¢emu je istrazen utjecaj reakcijskih uvjeta na strukturu siloksanskog sloja nastalog na povrsini
titanatnih nanocjevcica. PovrSinske amino-skupine titanatnih nanocjev¢ica modificiranih s
APTMS iskoristene se kao reaktivna mjesta za kovalentnu imobilizaciju redoks-enzima
peroksidaze, odn. kovalentno vezanje kataliticki aktivnog N-saliciliden-n-propilaminskog
kompleksa zeljeza(Ill) na povrSinu titanatnih nanocjevéica. Titanatnim nanocjev¢icama
modificiranim peroksidazom, odn. N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom Zzeljeza(IIT)
istrazena su elektrokemijska i elektrokatalitiCka svojstva. Ustanovljeno je da peroksidaza
nakon imobilizacije na povrSinu titanatnih nanocjev€ica zadrzava kataliticku aktivnost te da
molekule imobilizirane peroksidaze mogu sudjelovati u izravhom prijenosu elektrona izmedu
redoks-centra enzima i elektrode, odn. vodljive matrice u koju su nanocjevéice ugradene.
Titanatne nanocjevcice s imobiliziranom peroksidazom s uspjehom su uporabljene za izradu
amperometrijskog biosenzora za detekciju vodikova peroksida i dvoenzimskog biosenzora za
odredivanje glukoze.

(138 stranica, 54 slika, 21 tablica, 255 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
Rad je pohranjen u SrediSnjoj kemijskoj knjiznici, Horvatovac 102A, Zagreb i Nacionalnoj i
sveucili$noj knjiznici, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb.
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THE APPLICATION OF SURFACE MODIFIED TITANATE NANOTUBES IN
ELECTROCHEMICAL SENSORS

David Sovi¢
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Pierottijeva 6, Zagreb

In this thesis, the possibility of application of titanate nanotubes as a solid substrate for
immobilization of catalysts in electrochemical (amperometric) sensors was studied. Titanate
nanotubes were surface modified with (3-aminopropyl)trimethoxysilane (APTMS) and the
influence of reaction conditions on the structure of siloxane layer formed on the surface of
titanate nanotubes was studied. Surface amino-groups of titanate nanotubes modified with
APTMS were exploited as a reactive sites for covalent immobilization of the redox enzyme
peroxidase and for covalent bonding of N-salicyliden-n-propylamino complex of iron(l11) on
the surface of titanate nanotubes. Titanatne nanototubes modified with peroxidase or with N-
salicyliden-n-propylamino complex of iron(lll) were embedded into the conductive graphite
composite and its electrocatalytic properties were examined. It was found that after
immobilization on the surface of titanate nanotubes, peroxidase retains its catalytic activity
and that the molecules of immobilized peroxidase can effectively participate in direct electron
transfer between the enzyme redox center and electrode or the conductive matrix in which the
nanotubes were embedded. Titanate nanotubes with immobilized peroxidase were
successfully employed in the construction of amperometric hydrogen peroxide biosensors of
the third generation and in the construction of the bi-enzyme biosensor for glucose detection.
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§ 1. Uvod 2

Potreba za brzim, jednostavnim i jeftinim metodama za osjetljivo i selektivno prepoznavanje i
odredivanje pojedinih analita u proteklih je nekoliko desetljeca potakla intenzivna istrazivanja
u podrucju razvoja kemijskih senzora.’ Na trzistuiu primjeni najzastupljenija vrsta kemijskih
senzora su elektrokemijski senzori,>* koji se gotovo redovito pojavljuju u potenciometrijskoj
ili amperometrijskoj izvedbi. Kod amperometrijskinh senzora informacija o koncentraciji
analita dobiva se mjerenjem jakosti elektri¢ne struje uslijed oksidacije ili redukcije analita na
povrsini senzora (elektrode) polariziranog na odredeni potencijal. S obzirom da se na
konvencionalnim elektrodnim materijalima izravna oksidacija ili redukcija mnogih analita
zadovoljavaju¢om brzinom zbiva tek pri visokom prenaponu, pri kojem moze doc¢i i do
oksidacije, odn. redukcije drugih tvari prisutnih u uzorku, izravno amperometrijsko mjerenje
¢esto nije dovoljno selektivno da bi se moglo koristiti u analizi realnih uzoraka kompleksnog
sastava. Selektivnost amperometrijskog senzora moguce je povecati modificiranjem
elektrodne povrsine senzora prikladnim katalizatorom, koji moze biti elektrokemijski, u kom
slucaju smanjuje prenapon za oksidaciju, odn. redukciju analita, ili moze selektivno
katalizirati kemijsku pretvorbu analita, pri ¢emu kao produkt katalizirane reakcije nastaje
elektrokemijski aktivnija vrsta, u koju svrhu se najeS¢e rabe enzimi. Da bi se osigurao
stabilan rad amperometrijskog senzora cija je selektivnost poboljSana uporabom katalizatora,
katalizator je na povr$inu elektrode potrebno na prikladan nacin imobilizirati.

Glavnina istrazivanja u podrucju amperometrijskih senzora danas je usmjerena na razvoj
novih 1 poboljSanje svojstava postojecih katalizatora. Znac€ajni istrazivacki napori ulazu se u
razvoj biomimetskih katalizatora koji bi mogli posluziti kao jeftina zamjena za enzime u
enzimskim senzorima,®® dok u segmentu poboljianja svojstava postoje¢ih katalizatora

7(2),8,9

dominiraju istraZivanja vezana uz razvoj nanostrukturiranih katalizatora te pronalazenje

novih, uc¢inkovitijih metoda imobilizacije katalizatora na povrsinu senzora.’ ®911
Cilj ovog rada bio je istraziti moguénosti primjene titanatnih nanocjevc€ica kao ¢vrstog
nosaca za 1imobilizaciju katalizatora u amperometrijskim senzorima. Titanatne

1)
nanocjevéice 2@

relativno su nov nanostrukturirani materijal koji se iz mnoStva danas
poznatih nano-materijala izdvaja gotovo jedinstvenom kombinacijom fizikalno-kemijskih
svojstava: velikom specificnom povrSinom, stabilnoS¢u u vodenoj otopini unutar Sirokog
raspona vrijednosti pH, ionsko-izmjenjiva¢kim svojstvima, reaktivno$¢u povrsine uslijed
postojanja povrSinskih Ti—OH skupina, protonskom vodljivos¢u i poluvodi¢kim svojstvima te

katalitickom 1 fotokatalitickom aktivno$¢u. Pored toga, sinteza titanatnih nanocjevc€ica

David Sovi¢ Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 3

relativno je jednostavna i jeftina, $to omogucuje njihovu pripremu u proizvoljno velikim
koli¢inama. Zbog vrlo velikog aspektnog omjera titanatne nanocjev€ice relativno brzo
sedimentiraju pa je njihova izolacija iz suspenzija, i op¢enito manipulacija s njima, vrlo
jednostavna. Dodatna prednost titanatnih nanocjevcica jest i njihova netoksi¢nost i dobra
biokompatibilnost, svojstvena svim titanatnim materijalima i materijalima na bazi TiO..
Osnovna zamisao rada bila je iskoristiti reaktivnost povrsinskih Ti—~OH skupina titanatnih
nanocjevcica kako bi se na povrSinu nanocjevcica kovalentno vezao prikladan katalizator te
tako modificirane nanocjevcice ugraditi u elektricki vodljiv kompozit koji bi se upotrijebio u
izradi amperometrijskih senzora. Pri tome je namjera bila iskoristiti veliku povrSinsku gustocu
Ti—OH skupina i veliku specifiénu povrsinu nanocjevcica kako bi se maksimirala koli¢ina
imobiliziranog katalizatora dostupnog za reakciju s analitom te na taj nacin ostvarile dobre
analiticke karakteristike senzora. Kao modelni katalizatori odabrani su redoks-enzim
peroksidaza te kataliti¢ki aktivan N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(IlI). Odabir
peroksidaze u prvom je redu bio motiviran Sirinom primjene amperometrijskih biosenzora
koji kao receptor koriste peroksidazu. Osim za izravno odredivanje supstrata peroksidaze —
vodikova peroksida, ti se biosenzori mogu upotrijebiti i kao izuzetno selektivni
elektrokemijski pretvornici u biosenzorima temeljenim na oksidazama, u kojima kao produkt
oksidazom katalizirane oksidacije analita s molekulskim kisikom nastaje vodikov peroksid.
N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(Ill) odabran je zbog strukturne sli¢nosti sa
salenskim kompleksima Zeljeza(IlI), koji su Siroko primjenjivani 1 komercijalno vazni
katalizatori u reakcijama selektivne oksidacije niza organskih spojeva,™ a istrazuju se i kao
mimetici peroksidaze.’**® Koordinacijsko okruZenje Zeljezovog(Ill) kationa u salenskim i
N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksima gotovo je identi¢no, pri ¢emu N-saliciliden-n-
propilaminski kompleksi omogucéuju veéu fleksibilnost pri odabiru metode kovalentne
imobilizacije liganda na ¢vrsti nosa¢ no §to je to slu¢aj kod analognih salenskih kompleksa.
Titanatne nanocjevCice sintetizirane su reakcijom praSkastog TiO, (anatas) s
koncentriranom vodenom otopinom NaOH, nakon ¢ega su ionskom izmjenom prevedene u
tzv. protonirani oblik (H,TizO;). Da bi se na titanatne nanocjevCice mogla imobilizirati
peroksidaza, povrsina nanocjevc€ica najprije je funkcionalizirana primarnim amino skupinama
reakcijom povrSinskih Ti—OH skupina s (3-aminopropil)trimetoksisilanom. Pritom je istrazen
utjecaj reakcijskih uvjeta na morfologiju dobivenog produkta i strukturu nastalog

(3-aminopropil)siloksanskog povrsinskog sloja, s obzirom da u trenutku izrade ovog rada nije
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postojala sistematska studija povrSinskog modificiranja titanatnih nanocjevéica funkcionali-
ziranim alkoksisilanima. Kovalentna imobilizacija peroksidaze potom je izvedena
povezivanjem povrSinskih amino skupina modificiranih nanocjevcica s amino skupinama iz
lizinskih ogranaka peroksidaze pomoc¢u bifunkcionalnog reagensa, pri ¢emu je istrazeno kako
uporabljeni bifunkcionalni reagensi utje¢u na kataliticku aktivnost imobilizirane peroksidaze.
Za imobilizaciju N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa zeljeza(IIl) na povrsinu titanatnih
nanocjevc€ica razvijeno je nekoliko sintetskih postupaka temeljenih na reakciji liganda ili
prethodno formiranog metalnog kompleksa s povrSinskim skupinama titanatnih nanocjevcica,
odnosno na formiranju kompleksa in situ, reakcijom metalnog kationa s titanatnim
nanocjev¢icama povrsinski funkcionaliziranim odgovaraju¢im ligandom.

Za morfolosku i strukturnu karakterizaciju polaznih i povrSinski modificiranih titanatnih
nanocjev€ica te za proucavanje strukture povrSinskih slojeva modificiranih nanocjevcica
koriStene su transmisijska i pretrazna elektronska mikroskopija, rendgenska difrakcija te
Ramanova i FTIR spektroskopija. Dodatni zakljucci o svojstvima povrSinskog siloksanskog
sloja izvedeni su iz rezultata dobivenih termogravimetrijskim mjerenjima i diferencijalnom
termickom analizom. Specificna povrSina 1 poroznost nemodificiranih 1 modificiranih
titanatnih nanocjevc€ica odredeni su snimanjem adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi dusika pri
vrelistu tekuéeg duSika. Za elektrokemijsku karakterizaciju modificiranih titanatnih
nanocjevc€ica ugradenih u elektricki vodljive kompozite (grafitnu pastu, grafitom modificiran
silikatni gel ili kompozit grafita i sulfoniranog fluoropolimera Nafiona) koristene su ciklicka
voltametrija i hidrodinamicka voltametrija na rotirajucoj disk-elektrodi. Posebna pozornost
posvecena je istrazivanju elektrokatalitickih svojstava modificiranih nanocjevcica 1
odredivanju kinetickih parametara elektrokataliticke reakcije. Modificirane nanocjev€ice s
najboljim elektrokatalitickim svojstvima u konaénici su iskoriStene za izradu
amperometrijskog senzora za vodikov peroksid te u sprezi s glukoza-oksidazom za izradu
amperometrijskog biosenzora za odredivanje glukoze. Analiticka primjenjivost konstruiranog
biosenzora ispitana je njegovom primjenom u analizi realnih uzoraka te usporedbom

dobivenih rezultata s rezultatima referentne metode.
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2.1. Elektrokemijski senzori

Kemijski senzori'’ su naprave koje kemijsku informaciju o uzorku, u rasponu od
koncentracije pojedinog sastojka uzorka do ukupnog sastava uzorka, pretvaraju u analiticki
koristan signal. Kemijski senzor sastoji se od dva osnovna dijela — receptorskog (osjetilnog) i
pretvornickog. Receptorski dio senzora odgovoran je za selektivno 1 osjetljivo prepoznavanje
analita i u njemu se kemijska informacija pretvara u prikladan oblik energije, koji se zatim u
pretvornickom dijelu prevodi u lako mjerljiv signal, najces¢e elektricni. U slucaju da se
kemijska informacija o uzorku moze dobiti iz odredenog fizikalnog svojstva uzorka (npr.
apsorbancije, elektricne provodnosti, gustoce i sl.) koje se na karakteristican nacin mijenja
ovisno 0 sadrzaju analita u uzorku, rad receptorskog dijela senzora moze se temeljiti
isklju¢ivo na fizikalnom principu. No radi postizanja bolje selektivnosti kod kemijskih je
senzora ¢eS¢i slucaj da kemijska informacija o uzorku potje¢e od kemijske ili biokemijske
interakcije izmedu analita 1 receptorskog dijela senzora, koja ¢esto ukljucuje i selektivnu
kemijsku pretvorbu analita.

Veliku i s aspekta analiticke primjene vaznu skupinu kemijskih senzora Ccine
elektrokemijski senzori.**®*® Elektrokemijski senzori redovito se izvode u obliku elektrode s
kojom analit stupa u elektrokemijsku interakciju, koja moze biti spontana ili potaknuta
vanjskim elektriénim izvorom. U prvom slucaju najc¢es¢e se radi o spontanom uspostavljanju
elektrokemijske ravnoteZze na povrSini elektrode, pri ¢emu se ravnoteza moZe uspostaviti
izmedu oksidiranog i reduciranog oblika nekog redoks-para, ili izmedu jedne te iste elektricki
nabijene vrste sadrzane u dvije razliCite faze. TipiCan predstavnik takvih elektrokemijskih
senzora su potenciometrijski senzori,”® kod kojih se mjeri razlika potencijala izmedu tzv.
indikatorske elektrode (koja moze biti ionsko-selektivna elektroda, redoks-elektroda ili
elektroda metal/metalni oksid) i prikladne referentne elektrode u ravnoteznim (bestrujnim)
uvjetima. U drugom se slucaju elektrokemijski senzor pomocu vanjskog elektri¢nog izvora
polarizira na odredeni potencijal u odnosu na otopinu, pri kojem kroz granicu faza
senzor/otopina dolazi do neto prijenosa naboja uslijed heterogene elektrokemijske reakcije u
kojoj sudjeluje analit. U opcenitom slucaju kod takvih se elektrokemijskih senzora mjeri
jakost struje kao funkcija narinutog potencijala pa se nazivaju voltametrijskim senzorima. No
najéesce se jakost struje mjeri pri konstantnoj vrijednosti narinutog potencijala pa se prema
analognoj elektrokemijskoj mjernoj tehnici — amperometriji — takvi senzori nazivaju

amperometrijskim senzorima.
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Posebna vrsta elektrokemijskih senzora su senzori temeljeni na kemijski osjetljivim
tranzistorima s efektom polja (tzv. ChemFET, prema eng. chemically sensitive field effect
transistor).?’ Kod tih je senzora aktivna povriina tranzistora s efektom polja (FET)
modificirana na nacin da stupa u kemijsku interakciju s analitom, pri ¢emu se mijenja
potencijal na granici faza FET/otopina, S§to dovodi do promjene jakosti struje koja te¢e kroz

FET.

2.1.1. Elektrokemijski biosenzori

Kemijski senzori kod kojih se prepoznavanje analita temelji na biokemijskoj interakciji, tj.
kod kojih receptorski dio sadrzi biokemijski aktivnu vrstu ili strukturu (enzim, DNK,
antitijelo, organelu, cijelu stanicu, dio tkiva...) s kojom analit stupa u selektivnu interakciju,
nazivaju se biosenzorima.”* Ovisno o interakciji do koje dolazi izmedu analita i receptora,
biosenzori se obicno dijele na kataliticke i afinitetne. Kod kataliti¢kih biosenzora biokemijski
aktivna vrsta koja tvori receptorski dio senzora katalizira selektivnu kemijsku pretvorbu
analita, dok kod afinitetnih biosenzora analit s biokemijski aktivnom vrstom u receptorskom
dijelu tvori stabilan kompleks temeljen na molekulskom prepoznavanju. Tipi€an primjer
katalitickih biosenzora su enzimski biosenzori, kod kojih enzim moZe biti izoliran ili sadrZzan
u svom prirodnom okruzenju (stanici ili tkivu), a primjeri afinitetnih biosenzora su biosenzori
temeljeni na antitijelima ili DNK.

I kataliticki, 1 afinitetni biosenzori ¢esto se pojavljuju u elektrokemijskoj inacici, kod koje
je biokemijski aktivna vrsta na prikladan nacin imobilizirana na povrsinu elektrode koja ima
ulogu pretvornika. Rad afinitetnih elektrokemijskih biosenzora vrlo se cesto temelji na
mjerenju promjene impendancije uslijed vezanja analita na receptor koji je imobiliziran na
povrsinu elektrode, pri ¢emu dolazi do promjene kapaciteta dvosloja i otpora prijenosu naboja
(tzv. faradayskog otpora).”** Elektrokemijski afinitetni senzori koji kao receptor koriste

® na elektrodu se

antitijela (tzv. imunosenzori) mogu raditi i na principu ELISA testova:®
imobilizira antitijelo (AT1), na antitijelo se iz uzorka veze antigen (AG), zatim se dodaje
enzimski oznaceno antitijelo (ATE) koje se veze na kompleks AT1-AG dajué¢i kompleks
AT1-AG-ATE vezan na elektrodu. Uranjanjem elektrode u otopinu koja sadrzi supstrat
enzima E dolazi do konverzije supstrata u elektrokemijski aktivan produkt, cija se

koncentracija najceS¢e mjeri amperometrijski.
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Od elektrokemijskih katalitickih biosenzora svakako su najzastupljeniji elektrokemijski

enzimski biosenzori,?"%

izvedeni kao potenciometrijski, amperometrijski ili ChemFET
biosenzori. Rad potenciometrijskih i ChemFET enzimskih biosenzora temelji se na mjerenju
promjene koncentracije ionske vrste koja kao reaktant ili produkt sudjeluje u enzimski
kataliziranoj pretvorbi analita. Pretvornicki dio takvih biosenzora je ili ionsko-selektivna
elektroda, ili ChemFET, i u oba slucaja je osjetljiv na ionsku vrstu koja sudjeluje u enzimskoj
reakciji. lonske vrste uklju¢ene u enzimske reakcije kod potenciometrijskih i ChemFET
biosenzora najéesée su ioni H3O", NH;", HCO; i X (X = Cl, Br) s obzirom da su ti ioni
ukljuceni u reakcije katalizirane razli¢itim oksidazama, hidrolazama, liazama, lipazama i

293 Rad amperometrijskih enzimskih biosenzora® temelji se na

dehalogenazama.
amperometrijskom mjerenju promjene koncentracije elektroaktivne vrste uklju¢ene u
enzimski kataliziranu pretvorbu analita. Ta se elektroaktivna vrsta pri odredenom potencijalu
elektrokemijski oksidira ili reducira, a rezultiraju¢a jakost struje funkcija je koncentracije
analita. Receptorski dio amperometrijskih enzimskih senzora u pravilu sadzi oksidoreduktazu,
najcesce enzim iz grupe oksidaza, dehidrogenaza ili peroksidaza.

S obzirom da oksidaze kataliziraju oksidaciju supstrata uz molekulski kisik kao kosupstrat
1 akceptor elektrona, pri ¢emu kao produkt nastaje vodikov peroksid, amperometrijski
biosenzori koji u receptorskom dijelu sadrze oksidazu u svojoj najjednostavnijoj izvedbi
najéeSée mjere smanjenje koncentracije kisika ili povecanje koncentracije vodikova peroksida
uz povrsinu biosenzora uzrokovano enzimski kataliziranom pretvorbom analita. Na primjer,
amperometrijski biosenzor za glukozu (koji je ujedno i najceSe koriSten elektrokemijski
biosenzor) temelji se na enzimski kataliziranoj oksidaciji B-D-glukoze molekulskim kisikom
u D-glukono-1,5-lakton. Amperometrijski se smanjenje koncentracije kisika uz povrSinu
biosenzora moze mjeriti kisikovom (Clarkovom) elektrodom (pri ¢emu se glukoza-oksidaza
imobilizira na membranu Clarkove elektrode),®®> dok se porast koncentracije vodikova
peroksida mozZe mijeriti anodnom oksidacijom H,O, do molekulskog kisika,*® ili katodnom
redukcijom H,0, do vode.*’

Kod amperometrijskih biosenzora s dehidrogenazama, koje za kataliticku aktivnost
zahtijevaju prisutnost slobodnog kofaktora (NAD(P)*/NAD(P)H ili FAD/FADH,) u otopini,
rad biosenzora temelji se na mjerenju jakosti struje potrebne za elektrokemijsku konverziju
kofaktora u pocetno oksidacijsko stanje. Primjerice, rad amperometrijskih biosenzenzora za

alkohole temelji se na oksidaciji alkohola s enzimom alkohol-dehidrogenazom, pri ¢emu se
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kofaktor NAD™ reducira u NADH, a jakost struje oksidacije NADH u pocetno (oksidirano)
stanje proporcionalna je koncentraciji alkohola u uzorku.®

Rad amperometrijskih biosenzora s peroksidazama (od kojih je u senzorskoj primjeni
najzastupljenija peroksidaza izolirana iz hrena, dalje u tekstu oznacena kraticom HRP) temelji
se na Kkatalitickom ciklusu peroksidaze koji podrazumijeva dvoelektronsku redukciju
vodikova peroksida (ili rijede organskog peroksida) u prisutnosti prikladnog kosupstrata, koji
moze biti donor vodika (AH, najceS¢e organski spoj iz skupine fenola) ili donor elektrona

(najdedce heksacijanoferatni(Il) ion):*

HRP

H:0,+2AH — 5 2H,0+2 A’ (2.1)
. + HRP .
H,0; + 2 H' + 2 [Fe(CN)e]* ——— 2 H,0 + 2 [Fe(CN)s] (2.2)

Mjerenjem jakosti katodne struje uslijed redukcije nastalog radikala A" il
heksacijanoferatnog(IIl) iona, takvim se biosenzorom moze odredivati vodikov peroksid (uz
uvjet da je u uzorak dodan suviSak kosupstrata), odnosno kosupstrat AH (uz uvjet da je u
uzorak dodan suviSak vodikova peroksida). Kao primjeri za potonje mogu se navesti
amperometrijski biosenzori s peroksidazom za odredivanje fenola i njegovih derivata, kao Sto

su katehol, rezorcinol, p-krezol, nitrofenol te mono- i disupstituirani kloro-derivati fenola.*’

2.1.2. Problem selektivnosti i ovisnosti odziva o koncentraciji kosupstrata kod amperome-

trijskih enzimskih biosenzora

Odzivni strujni signal amperometrijskinh enzimskih biosenzora opisanih u prethodnom
poglavlju posljedica je izravne elektrokemijske oksidacije (ili redukcije) kemijske vrste koja u
enzimski kataliziranoj pretvorbi analita sudjeluje kao kosupstrat ili se javlja kao produkt te
enzimske reakcije. Na tom jednostavnom principu pocivao je rad prvih amperometrijskih
enzimskih biosenzora ¢iji je razvoj zapoceo jo$ pocetkom osamdesetih godina prosSlog
stoljeca, zbog Cega se takvi senzori nazivaju amperometrijskim enzimskim biosenzorima prve
generacije. lako jednostavni, takvi biosenzori u primjeni pokazuju nekoliko znaajnih
nedostataka. Primjerice, kod biosenzora temeljenih na oksidazama strujni odziv biosenzora uz
istu koncentraciju analita mijenja se ovisno o koncentraciji molekulskog kisika otopljenog u

uzorku, koja pak ovisi o temperaturi, parcijalnom tlaku kisika, ionskom sastavu uzorka,
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porijeklu uzorka 1 sl. Nadalje, izravna oksidacija ili redukcija vodikova peroksida
(E°(H,0,/0;) = —0,70 V, E°(H,0,/H,0) = 1,78 V) na veéini uobiGajenih elektrodnih
materijala (Pt, Au, grafit i staklasti ugljik, SnO,...) vrlo je spora pa se zadovoljavaju¢om
brzinom odvija tek uz prenapone vece od 1,5 V. To uvjetuje relativno visok anodni ili katodni
radni potencijal biosenzora, na kojem moze do¢i do pojave elektrokemijskih interferencija
uslijed prisustva drugih elektroaktivnih tvari u uzorku. S obzirom da se izravna
elektrokemijska oksidacija kofaktora NADH i FADHj, odn. redukcija kofaktora NAD" i FAD
(E°Y(NADH/NAD") = 0,32 V; E%(FADH2FAD) = 0,22 V) na uobitajenim elektrodnim
materijalima takoder odvija uz visok prenapon, sli¢an problem elektrokemijske interferencije
pojavljuje se i kod amperometrijskih senzora prve generacije temeljenih na dehidrogenazama.

lako se elektrokemijske interferencije kod amperometrijskih enzimskih biosenzora mogu
obliku tankog filma prekrivaju povrSinu biosenzora i na taj nacin spreCavaju pristup
potencijalnih interferenata povrsini elektrode, na taj se nadin degradiraju analiticke
karakteristike biosenzora (povecava se granica detekcije i smanjuje osjetljivost), a povecava
se i vrijeme odziva biosenzora. Stoga se problem elektrokemijske interferencije kod
amperometrijskih enzimskih biosenzora prve generacije ve¢ pocetkom devedesetih godina
proslog stoljeca pokusalo rijesiti modificiranjem povrSine elektrode prikladnim katalizatorom
koji smanjuje prenapon za elektrokemijsku reakciju na kojoj se temelji rad biosenzora. Time
se omogucuje rad senzora pri nizem potencijalu, na kojem su elektrokemijske interferencije
manje izrazene ili u potpunosti eliminirane. Dobrim katalizatorom za elektrokemijsku
redukciju vodikova peroksida pokazao se zeljezov(Ill) heksacijanoferat(Il) (berlinsko
modrilo),*”? a za njegovu elektrokemijsku oksidaciju platinski metali dispergirani u obliku
nanocestica u vodljivoj matrici.*** Dobra elektrokatalititka svojstva pri oksidaciji, odn.
redukciji kofaktora koje koriste dehidrogenaze pokazali su redoks-indikatori na bazi
fenotiazina i fenoksazina, derivati viologena, kompleksi osmija i rutenija te ferocen i njegovi

derivati.*>4®

Istrazivanja u podru¢ju razvoja ulinkovitih, selektivnih 1 stabilnih
elektrokemijskih katalizatora za primjenu u amperometrijskim biosenzorima intenzivna su i
danas, pri ¢emu je fokus istraZivanja uglavnom prebaen na razvoj nanostrukturiranih
katalizatora.

Ovisnost odziva biosenzora s oksidazom o koncentraciji otopljenog molekulskog kisika

moguce je rijeSiti zamjenom kisika (kao prirodnog kosupstrata oksidaze) s odgovarajué¢im
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akceptorom elektrona (tzv. medijatorom) koji takoder moze funkcionirati kao kosupstrat
oksidaze. Nakon S$to primi elektron od reduciranog oblika enzima, medijator se regenerira
oksidacijom na elektrodi (slika 2.1.), a rezultiraju¢a jakost struje funkcija je koncentracije
analita. Medijator se odabire takav da je reakcija izmedu medijatora i redoks-centra enzima
termodinamicki moguca te da se njegov standardni potencijal nalazi unutar podrucja
potencijala u kojem su elektrokemijske interferencije prilikom koriStenja biosenzora
minimalne. Medijator takoder mora biti elektrokemijski stabilan (tj. mora se mo¢i podvrgnuti
velikom broju ciklusa oksidacije i redukcije bez degradacije), mora pokazivati elektrokemijski
reverzibilno ponasanje, treba brzo reagirati s enzimom, a reducirani oblik medijatora ne smije
reagirati s molekulskim kisikom prisutnim u otopini. Neki od najcesce korisStenih medijatora u
amperometrijskim biosenzorima s oksidazama su ferocen i njegovi derivati, Kkinoni,
tetracijanokinodimetan, tetratiafulvalen te heksacijanoferatni(I1)/(111) ioni.*’ Biosenzori koji se

temelje na uporabi medijatora nazivaju se amperometrijskim enzimskim biosenzorima druge

generacije.

7
analit enzim(oks) medijator(red) :_g
X X k =
y o
X
produkt enzim(red) medijator(oks) e 0O
ro

7,

Slika 2.1. Shematski prikaz prijenosa elektrona izmedu elektrode i enzima medijatorom

kod amperometrijskih enzimskih biosenzora druge generacije.

Znacajan nedostatak biosenzora druge generacije jest potreba dodavanja medijatora u
uzorak, §to dovodi do velike potro$nje medijatora pri analizi i povecanja cijene analize. To se,
doduSe, moze izbje¢i imobilizacijom medijatora u receptorski dio biosenzora, no u tom
slucaju Cesto se javlja problem vremenske stabilnosti medijatora, odnosno njegove postupne
degradacije tijekom rada senzora. Navedeni nedostaci biosenzora druge generacije potakli su
istrazivanja u podru¢ju amperometrijskih enzimskih biosenzora u pravcu razvijanja tzv.
enzimskih biosenzora treée generacije,”® kod kojih se enzim elektrokemijski reducira ili
oksidira izravnim prijenosom elektrona izmedu elektrode i aktivnog centra enzima, bez

uporabe medijatora ili prirodnog kosupstrata enzima (slika 2.2.).
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analit enzim(oks e

produkt enzim(red)

N\‘e'lél;t‘r(‘)c'la N

Slika 2.2. Shematski prikaz izravnog prijenosa elektrona izmedu enzima i elektrode

kod amperometrijskih enzimskih biosenzora trece generacije.

Pri izravhom prijenosu elektrona s elektrode na enzim, transport elektrona s povrsine
elektrode do redoks-centra enzima odvija se pretezito tuneliranjem. S obzirom da brzina
tuneliranja elektrona eksponencijalno opada s debljinom potencijalne barijere, koja je kod
izravnog prijenosa elektrona s elektrode na enzim odredena udaljeno$¢u redoks-centra enzima
od povrsine elektrode,*® mjerljiva struja uslijed izravnog prijenosa elektrona opaza se samo
kod enzima kod kojih je redoks-centar smjesten na samoj povrSini globule enzima ili
neposredno blizu njene povrsine. Na brzinu izravnog prijenosa elektrona izmedu elektrode 1
redoks-centra enzima znacajno utjece i orijentacija enzima u odnosu na povrsinu elektrode. U
nacelu, efikasno tuneliranje elektrona moguce je samo ako je smjestaj redoks-centra u globuli
enzima i njena orijentacija u odnosu na povrsinu elektrode takva da udaljenost redoks-centra
od povrsine elektrode ne prelazi 10-15 A.® Tzravni prijenos elektrona kod enzima ¢iji je
redoks-centar smjesten dublje unutar proteinske globule moZze se pospjesiti upotrebom
metalnih nanodestica,” ugljikovih nanocjevéica,” molekulskih 7ica® ili dendriti¢nih
organskih vodljivih soli na bazi tetracijanokinodimetana i tetratiafulvena> koje sluze kao
"mostovi" izmedu elektrode i redoks-centra enzima.

U odnosu na amperometrijske enzimske biosenzore prve i druge generacije, biosenzori
tre¢e generacije ne zahtijevaju prisutnost medijatora ili kosupstrata pa su u izvedbi i koriStenju
jednostavniji 1 jeftiniji. Nazalost, poznat je tek relativno mali broj enzima koji mogu
sudjelovati u u¢inkovitom izravnom prijenosu elektrona, s obzirom da se kod vecine enzima
aktivni centar nalazi predaleko od povrsine proteinske globule pa je brzina prijenosa elektrona

izmedu elektrode i1 redoks-centra enzima zanemarivo mala. Dosad je izravni prijenos
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elektrona primijecen kod svega &etrdesetak redoks-proteina i enzima,® od kojih su najvise

istrazivani redoks-proteini iz skupine citokroma, a od enzima peroksidaza iz hrena i lakaza.

2.1.3. Amperometrijski biosenzori za vodikov peroksid s peroksidazom iz hrena kao

receptorom

Peroksidaza izolirana iz hrena (Armoracia rusticana; za enzim se uobicajila kratica HRP,
prema engl. horseradish peroxidase; u daljnjem tekstu samo peroksidaza) relativno je mali
glikoprotein (M; = 44 200) koji, kako je ve¢ spomenuto u pogl. 2.1.1., katalizira oksidaciju
razli¢itih organskih i1 anorganskih supstrata (primjerice fenola 1 njegovih derivata, aromatskih
amina, heksacijanoferatnog(ll) iona, jodida...) uz H,O, kao akceptor elektrona.>> Aktivni
centar peroksidaze smjesten je blizu povrSine globule enzima (otprilike 0,41 nm od povrsine),
a sadrzi hem s histidinom kao ligandom u aksijalnom poloZaju.>® Prirodni kataliticki ciklus

peroksidaze kompleksan je i ukljucuje vec¢i broj meduprodukata, no u pojednostavljenom

obliku moze se opisati sa sljedeca tri osnovna stupnja:57(a)
HRP + H,0, :<:> [HRP-H,0,]* —X2, spoj 1 + H,0 (2.3)
spoj | + AH LN spoj I + A (2.4.9)
spoj | +S +H™ —5 5 spoj 11+ (2.4.b)
spoj Il + AH —X4 5 HRP + A" + H,0 (2.5.2)
spoj 11 +S +H" —K s HRP+S + H,0 (2.5.b)

u kojima HRP predstavlja osnovno (nativno) stanje peroksidaze sa zeljezom iz hema u
stupnju oksidacije +3, a spoj | i spoj Il su oksidirani oblici peroksidaze koji se u kataliticCkom
ciklusu peroksidaze pojavljuju kao intermedijeri. Struktura hema u sve tri spomenute vrste
shematski je prikazana na slici 2.3.’® U prvom stupnju Katalitickog ciklusa peroksidaze
(reakcija 2.3), koji u pocetnoj fazi obuhvaca nastajanje reverzibilnog Michaelisova kompleksa
[HRP-H20]*, vodikov peroksid reagira s peroksidazom daju¢i spoj |, oksidirani oblik
peroksidaze u kojem se Zeljezo nalazi u oksiferilnom obliku (Fe(IV)=0), a porfirinski prsten u
obliku porfirinskog radikal-kationa (slika 2.3.). U prisustvu kosupstrata koji je donor vodika

(AH, reakcija 2.4.a) ili donor elektrona (S-, reakcija 2.4.b), porfirinski radikal-kation iz spoja
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| se reducira, pri ¢emu nastaje oksidirani oblik kosupstrata (A", odn. S), a spoj | prelazi u tzv.
spoj Il (reakcija 2.4). U spoju Il Zeljezo iz hema i dalje se nalazi u oksiferilnom obliku.
Reakcijom spoja Il s drugom molekulom kosupstrata (reakcije 2.5.a i 2.5.b) ponovo nastaje
oksidirani oblik kosupstrata, a spoj Il se reducira do osnovnog stanja peroksidaze, ¢ime se
zatvara kataliticki ciklus enzima.

Osim spoja | i spoja Il, kao meduprodukt u katalitickom ciklusu peroksidaze moze se
pojaviti i tzv. spoj Ill. Spoj Il sadrzi oksi-kompleks Zeljeza(IIl) (Fe(Il)-O, ), a najéesce
nastaje oksidacijom spoja Il u prisustvu velikog suviska vodikova peroksida.’®*8 Spoj 11l je
rezonancijski stabiliziran pa je kataliticki slabo aktivan.>’® Pored toga, jedan od puteva
raspada spoja Il dovodi do degradacije tetrapirolskog prstena hema i nastajanja biliverdina,

S® |z tog razloga biosenzori s

Sto uzrokuje ireverzibilnu inaktivaciju peroksidaze.
peroksidazom nisu prikladni za analizu uzoraka koji sadrze visoku koncentraciju vodikova

peroksida.

H,0, H,0
: (0]
" | y ‘
N N > v
HOO Fe”
Nhistidin Nhistidin
osnovno stanje, Fe(lll i
00" je, Fe(l11) spoj I, Fe(1V)
S
Nhistidin
H* ')
spoj I, Fe(lll) %
H,0,
Nhistidin
spoj 11, Fe(1V)

Slika 2.3. Shematski prikaz promjena na hemu u pojedinim stupnjevima katalitickog ciklusa

peroksidaze iz hrena.
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Rad amperometrijskih biosenzora za vodikov peroksid s peroksidazom kao receptorom
temelji se na mjerenju jakosti struje redukcije oksidiranog oblika kosupstrata nastalog u
reakcijama 2.4 1 2.5. Kao osnova za izradu senzora moze se koristiti bilo koja inertna
elektroda (npr. elektroda od platine, zlata, grafita, staklastog ugljika ili dopiranog SnO,) na
¢iju se povrSinu potom imobilizira peroksidaza. Za imobilizaciju peroksidaze (takoder i
drugih enzima) razvijeno je mno$tvo postupaka,”® pri Gemu je najéeiée rije¢ o fizickom
ugradivanju ili kovalentnom vezanju peroksidaze u sloj polimera koji je u obliku tankog filma
deponiran na povrSinu elektrode, a rijede o kovalenthom vezanju peroksidaze izravno na
povrsinu elektrode. U prvom slucaju tipi¢no se radi o filmovima na bazi hidrogela

60,61 62,63

albumina, sulfoniranog fluoropolimera Nafiona® ili vodljivih

65,66

silikatnog gela,
polimera. Kako bi se prilikom odredivanja vodikova peroksida izbjegla potreba dodavanja
kosupstrata u uzorak, u polimernu matricu u koju se imobilizira peroksidaza najcesce se
ugraduje i1 prikladan medijator, koji preuzima ulogu donora elektrona u reakcijama 2.4.b i
2.5.b. Tipicno koristeni medijatori u amperometrijskim senzorima s peroksidazom su ferocen

i njegovi derivati,®”®® kompleksi osmija®®"

64,71

te organski redoks-indikatori na bazi fenazina i
fenotiazina. Umjesto imobilizacije peroksidaze u polimerni film deponiran na povrSinu
elektrode, peroksidaza (i po potrebi odgovaraju¢i medijator) moze se dodati u prikladnu
vodljivu tintu dobivenu dispergiranjem grafitnog praha u silikatnom solu, ¢ime se omogucuje
izrada biosenzora tehnikom sitotiska.”? Nakon $to otapalo iz vodljive tinte ispari, na podlozi
na koju je bila nanijeta tinta zaostaje ¢vrsti, elektricki vodljiv kompozit u kojem su vodljive
Cestice medusobno povezane silikatnim gelom u koji su fizicki uhvadene molekule
peroksidaze 1 molekule medijatora. U slu€aju kovalentnog vezanja peroksidaze izravno na
elektrodu, povrsinu elektrode najprije je potrebno funkcionalizirati, tj. na nju uvesti reaktivne
skupine koje mogu posluziti za kovalentno vezanje enzima.® Za funkcionaliziranje su vrlo
podesne elektrode od zlata, s obzirom da je njihovu povrSinu moguce lako modificirati
samoorganiziraju¢im filmom alkantiola terminiranog Zeljenom funkcionalnom skupinom,
HS—(CH>),—R. U slucaju tiola terminiranih karboksilnom skupinom, karboksilne se skupine
najprije aktiviraju N-hidroksisukcinimidom, nakon ¢ega se na njih peroksidaza moze vezati
preko amino skupina lizinskih ogranaka koje se nalaze na povrsini globule enzima.’® Uporaba
tiola terminiranih epoksidnom skupinom omogucuje kovalentno vezanje peroksidaze preko
lizinskih amino skupina bez prethodne aktivacije, dok je uporabom tiola terminiranih

boratnom skupinom peroksidazu na zlatnu elektrodu moguée vezati preko povrSinskih
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Seéera.”* Povrsinska funkcionalizacija elektroda na bazi ugljika moZe se izvesti anodnom
polarizacijom elektrode u oksidirajuéem mediju, ¢ime se na povrSinu uvode kisikove
funkcionalne skupine, pretezito karboksilne i karbonilne.” Nakon aktivacije povrSinskih
funkcionalnih skupina, na njih se peroksidaza moze vezati izravno ili preko odgovarajuceg
bifunkcionalnog reagensa, koji ujedno moze sluziti i kao medijator.”

U specijalnom sluc¢aju peroksidaze adsorbirane izravno na povrsinu elektrode, redukciju
spoja | i spoja Il u osnovno stanje peroksidaze moguce je izvesti i izravno, prijen0som
elektrona s elektrode na redoks-centar peroksidaze.® U tom sludaju elektroda kao izvor
elektrona preuzima ulogu elektron-donorskog kosupstrata (medijatora) pa se kataliticki ciklus

peroksidaze moze, analogno reakcijama 2.4-2.6, prikazati sa:

HRPs + H207 e [HRPyes-H0,]* K 5 $pOj laas + Ho0 2.7)
. Lk, .

SPOJ lags + H™ + €& ——2— sp0oj llags (2.8)
H + — k4s

gdje supskript ads uz pojedinu kemijsku vrstu oznacava da je odnosna vrsta adsorbirana na
povrsinu elektrode, odn. da je u izravnom elektricnom kontaktu s elektrodom. S obzirom da
reakcije 2.7-2.9 zapravo opisuju elektrokemijsku redukciju vodikova peroksida uz
peroksidazu kao katalizator, uobicajilo se da se kataliticki ciklus opisan reakcijama 2.7-2.9
naziva bioelektrokatalitickim ciklusom peroksidaze. Reakcije 2.8 i 2.9 temelj su rada
biosenzora s peroksidazom trec¢e generacije, koji omogucuju odredivanje vodikova peroksida
bez prethodnog dodavanja medijatora (kosupstrata peroksidaze) u uzorak, odn. imobilizacije
medijatora na elektrodu.

S obzirom da je redoks-centar peroksidaze vrlo blizu povrSine globule enzima,
potencijalna barijera za tuneliranje elektrona izmedu elektrode i redoks-centra enzima
relativno je uska pa je vjerojatnost tuneliranja elektrona velika. Zbog toga reakcije 2.8 1 2.9 ne
zahtijevaju veliki prenapon pa se redukcija spoja | i spoja Il primjetnom brzinom moze
odvijati ve¢ pri potencijalima koji su vrlo bliski odgovarajué¢im redukcijskim potencijalima
redoks-parova spoj | / spoj 11 i spoj Il / HRP. Pri pH = 7 i ionskoj jakosti od 0,1 mol/dm?
redukcijski potencijal redoks-para spoj | / spoj Il iznosi 700 mV prema Ag/AgCl/3M KCI
elektrodi,”” dok je pri istim uvjetima za redukcijski potencijal redoks-para spoj Il / HRP

dobivena vrijednost od 680 mV.”® Zbog toga se kod biosenzora treée generacije s
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peroksidazom iz hrena kao receptorom myjerljiva struja uslijed bioelektrokataliticke redukcije
vodikova peroksida opaza ve¢ pri potencijalima od otprilike 650 mV prema Ag/AgCl
elektrodi, pri ¢emu se u hidrodinamickim uvjetima grani¢na jakost struje redukcije H,0;
postize pri potencijalima od otprilike 250 do 300 mV prema Ag/AgCl elektrodi.”®2

S obzirom na laku dostupnost redoks-centra peroksidaze ocekivalo bi se da se
bioelektrokataliticka aktivnost peroksidaze opaza lako i na vecini elektrodnih materijala.
Cinjenica je, medutim, da je do danas bioelektrokataliticka aktivnost peroksidaze opazena
samo u slucaju peroksidaze adsorbirane na elektrode od ugljika (spektroskopski grafit i

k’79,81,83-85 87,89),

staklasti uglji piroliticki grafit,*®®’ dijamant dopiran borom®® i grafitna pasta

809091 i srebra,? pri &emu je kod elektroda od zlata i srebra prije adsorpcije peroksidaze

zlata
povrsinu elektrode potrebno oksidirati. Izravan prijenos elektrona izmedu elektrode 1 redoks-
centra peroksidaze primijecen je i na drugim elektrodnim materijalima te uz druge nacine
imobilizacije peroksidaze (recentni pregled dan je u ref. 59), no on se redovito odvijao tek pri
potencijalima koji su znacajno katodniji od potencijala pri kojima zapoc€inju procesi opisani
reakcijama 2.8 i 2.9, tipi¢no pri potencijalima nizim od —150 mV prema Ag/AgCl elektrodi. S
obzirom da su ti potencijali bliski potencijalima pri kojima dolazi do redukcije zeljeza(IIl) u
zeljezo(II) u hemu peroksidaze (E(HRPreqiy/HRPre)) = —467 mV prema Ag/AgCl/3M KCI
elektrodi pri pH = 7,% no ta vrijednost varira za nekoliko stotina mV ovisno o okruZenju
hema u proteinu®®), pretpostavlja se da je u spomenutim slucajevima tijekom imobilizacije
peroksidaze na elektrodu doslo do znacajnijih konformacijskih promjena u okolini aktivnog
centra, zbog kojih je onemoguéena normalna kataliticka funkcija peroksidaze opisana
jednadzbama 2.8 i 2.9.%* Redukcija vodikova peroksida u tom se slu¢aju odvija mehanizmom
koji u pocetnom stupnju ukljucuje redukciju zeljeza iz hema iz oksidacijskog stanja +3 u
oksidacijsko stanje +2:

HRP-Fe(lll) + &= — HRP-Fe(ll) (2.10)
nakon Cega zapoCinje Kkataliticki ciklus koji ukljucuje oksidaciju reducirane peroksidaze
vodikovim peroksidom u spoj Il i elektrokemijsku redukciju spoja Il natrag do potpuno

reducirane peroksidaze:**

HRP-Fe(ll) + H,0; — spoj Il + H,0 (2.11)
spoj 11 + 2H* + 26~ — HRP-Fe(ll) + H,0 (2.12)
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Pregledom literature vezane uz amperometrijske biosenzore za vodikov peroksid ¢iji se
rad temelji na izravnom prijenosu elektrona izmedu elektrode i redoks-centra peroksidaze
lako se utvrduje da rad vecine opisanih biosenzora pociva na katalitickom ciklusu kojeg
prikazuju jednadzbe 2.10—2.12, a ne na bioelektrokatalitickom ciklusu opisanom jednadzbama
2.7-2.9. Analiticku primjenjivost takvih biosenzora svakako treba kriticki razmotriti u
kontekstu njihovog radnog potencijala. Naime, pri analizi realnih uzoraka podrucje
prihvatljivih radnih potencijala amperometrijskog senzora s anodne je strane ograni¢eno
potencijalom pri kojem se primjetnom brzinom pocinje odvijati oksidacija lako oksidabilnih
interferenata (tipian primjer su fizioloski antioksidansi u uzorcima bioloskog porijekla), a s
katodne strane potencijalom pri kojem se primjetnom brzinom pocinje odvijati redukcija
otopljenog molekulskog kisika. Za ve¢inu uobicajenih elektrodnih materijala katodna granica
tog podrudja lezi izmedu —100 i —150 mV, a anodna izmedu 250 i 350 mV prema Ag/AgCl
elektrodi. S obzirom da amperometrijski biosenzori za vodikov peroksid ¢iji se rad temelji na
katalitickom ciklusu prikazanom jednadzbama 2.10-2.12 gotovo redovito zahtijevaju radne
potencijale negativnije od —100 mV prema Ag/AgCl elektrodi (usp. ref. 95-99), podlozni su
interferenciji molekulskog kisika otopljenog u uzorku. Ta se interferencija u nacelu moze
izbje¢i uklanjanjem kisika iz uzorka, no to analizu ¢ini neprakticnom 1 dugotrajnom, a u
slucajevima u kojima biosenzor za vodikov peroksid ima ulogu amperometrijskog pretvornika
u biosenzoru koji kao receptor koristi oksidazu, uklanjanje otopljenog kisika iz uzorka
onemogucilo bi rad biosenzora.

Moze se zakljuciti da su za odredivanje vodikova peroksida u realnim uzorcima te za
primjenu kao amperometrijski pretvornici u biosenzorima s oksidazama prikladniji biosenzori
¢iji se rad temelji na bioelektrokatalitickom ciklusu peroksidaze prikazanom jednadzbama
2.7-2.9. Nazalost, takvi su biosenzori dosad realizirani samo s peroksidazom fizicki
adsorbiranom na povrSinu elektrode, zbog ¢ega se enzim s povrSine senzora relativno lako
ispire tijekom analize, odn. skladiStenja senzora, §to za posljedicu ima gotovo potpun gubitak
aktivnosti senzora unutar 2—-8 dana koristenja.*> Stoga je pronalaZenje prikladnog nacina
imobilizacije peroksidaze na povrSinu biosenzora, koji bi osigurao vremensku stabilnost
biosenzora, ali istovremeno i ocuvao bioelektrokataliticku aktivnost peroksidaze, jo§ uvijek

vazan i nerijeSen zadatak u podrucju razvoja biosenzora za odredivanje vodikova peroksida.
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2.1.4. Primjena nanomaterijala u amperometrijskim biosenzorima

U posljednjih petnaestak godina kontinuirano raste interes za primjenu nanomaterijala i
nanotehnologija u izradi kemijskih senzora, tako da ta istrazivanja danas dominiraju
podrucjem razvoja kemijskih senzora. Pri pokuSaju sistematiziranja istrazivanja vezanih uz
razvoj kemijskih senzora temeljenih na primjeni nanomaterijala i nanotehnologija, ¢ak i ako
se fokus usmjeri na samo jedan tip kemijskih senzora, problem predstavlja izuzetno velik broj
objavljenih znanstvenih radova i njihova raznovrsnost, pri ¢emu se ¢esto stjecCe dojam da je u
pojedinim istrazivanjima primjena nanomaterijala bila sama sebi svrhom. Ipak, u podruc¢ju
razvoja amperometrijskih biosenzora relativno je lako identificirati dva glavna segmenta u
kojima je primjena nanomaterijala dovela do znacajnih poboljSanja u konstrukciji ili
analitickim karakteristikama biosenzora. Rije¢ je o uporabi nanomaterijala kao podloge za
imobilizaciju enzima te uporabi nanomaterijala kao katalizatora u amperometrijskim
pretvornicima signala.

U usporedbi s konvencionalnim metodama imobilizacije enzima koriStenima kod izrade
amperometrijskih biosenzora (ugradivanje enzima u tanke polimerne filmove deponirane na
povrsinu elektrode ili kovalentno vezanje enzima izravno na elektrodu), osnovna prednost
nanomaterijala lezi u njihovoj velikoj specificnoj povrsini, koja je posljedica redukcije
dimenzija Cestica materijala. Zbog velike specificne povrSine nanomaterijala na odredenu
masu nanostrukturiranog nosac¢a moguce je imobilizirati znacajno vecéu koli¢inu enzima nego
na jednaku masu konvencionalnog nosaca. Pored toga, deponirani na povrSinu elektrode
nanostrukturirani materijali formiraju visokoporozne filmove kroz koje je difuzija analita
(enzimskog supstrata) brza nego kroz polimerne filmove koristene kod klasi¢nih metoda
imobilizacije enzima. Veca koli¢ina imobiliziranog enzima u kombinaciji s malim difuzijskim
otporom sloja u kojem je enzim imobiliziran doprinosi povecanju osjetljivosti, smanjenju
limita detekcije te skra¢ivanju vremena odziva biosenzora. Za imobilizaciju enzima najcesce
se koriste nanomaterijali na bazi plemenitih metala, metalnih oksida te raznih modifikacija
ugljika, pri ¢emu dimenzionalnost uporabljenih nanostruktura varira od nula-dimenzijskih
nanoCestica, preko jednodimenzijskih nanoZica, nanoStapi¢a 1 nanocjevCica do
dvodimenzijskih nanoravnina i nanofilmova.'%1%

Tipi¢an primjer nanocestica koriStenih za imobilizaciju enzima su nanocestice plemenitih
metala, od kojih su naj¢esce koriStene nanocestice zlata.'® S obzirom da je veli¢ina

nanoCestica usporediva s veli¢inom globule enzima, imobilizacija enzima pomocu
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nanocestica fleksibilnija je i rijede dovodi do konformacijskih promjena u strukturi enzima (a
time i do smanjenja kataliticke aktivnosti enzima) u odnosu na imobilizaciju na rigidne,
konvencionalne nosade.® Enzim se na nanodestice plemenitih metala moze imobilizirati
fizickom adsorpcijom uslijed elektrostatskog privla¢enja pozitivno nabijenih povrSinskih
aminokiselinskih ogranaka enzima s negativno nabijenom povr§inom metalne nanocestice, no
cesce je rije¢ o kovalentnom vezanju enzima na nanocesticu ¢ija je povrsina funkcionalizirana
odgovaraju¢im tiolima.'®

Od jednodimenzijskih nanomaterijala za imobilizaciju enzima u amperometrijskim
biosenzorima vrlo se esto koriste ugljikove nanocjevéice.'9"1%® Fizigka adsorpcija enzima na
povrsinu ugljikovih nanocjev€ica mogucéa je zbog hidrofobnih i n—m intrakcija povrsine
nanocjevc¢ica s hidrofobnim domenama, odnosno fenilnim skupinama aromatskih ogranaka s
povriine enzima.'%® Oksidacijom ugljikovih nanocjev€ica na njihovu se povrSinu uvode
kisikove funkcionalne skupine koje je, nakon odgovarajuée aktivacije, potom moguce
iskoristiti za kovalentno vezanje enzima.'® Ugljikove nanocjevéice s imobiliziranim
enzimom na povrsinu elektrode mogu se deponirati sa slu¢ajnom orijentacijom, no razvijene
su 1 metode za orijentiranu depoziciju ugljikovih nanocjevcica na povrSinu senzora. Porozni
filmovi koji se sastoje od slucajno orijentiranih ugljikovih nanocjev€ica najjednostavnije se
dobivaju suSenjem suspenzije ugljikovih nanocjev€ica nanijete na povrSinu biosenzora.
Uredeniji  filmovi vertikalno orijentiranth  ugljikovih  nanocjev¢ica dobivaju se
samoorganiziranjem nanocjev€ica povrsinski funkcionaliziranih nabijenim skupinama, pri
¢emu je promjenom povrSinske gustoce nabijenih skupina moguée utjecati na gustocu
dobivenog uredenog sloja.llo Osim ugljikovih nanocjevcica, od jednodimenzijskih materijala
za 1mobilizaciju enzima u amperometrijskim biosenzorima koriStene su 1 nanoZice,
nanostapi¢i i nanocjevéice metalnih oksida, najées¢e ZnO, Fe,Os ili Sn0O,.*' Funkcionali-
ziranje povrSine nanostruktura izgradenih od metalnih oksida radi kovalentnog vezanja
enzima tipi¢no se izvodi pomocu funkcionaliziranih alkoksisilana, (R'O)3Si(CH)\R, koji
reagiraju s povrsinskim M—OH skupinama metalnih oksida daju¢i relativno ¢vrste Si—-O-M
veze, iako su za funkcionaliziranje prikladni i fosfonati, karboksilati te derivati katehola.*** U
slucajevima kad se imobilizacija enzima zeli izvesti fiziCkom adsorpcijom, jednodimenzijski
nanomaterijali na bazi metalnih oksida pruzaju viSe fleksibilnosti u smislu podesavanja
interakcija enzim — nanostrukturirani nosa¢ no ugljikove nanocjevc¢ice. Tofka nula-naboja

metalnih oksida varira u Sirokim granicama (primjerice, tocka nula-naboja kositrova(lV)
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oksida nalazi se pri pH ~ 4,4, magnetita pri pH ~ 6,8, a cinkova oksida pri pH ~ 9,4)'*?

pa je
odabirom prikladnog metalnog oksida moguée fino podesavati elektrostatske interakcije
izmedu elektricki nabijene globule enzima i povrSine nanostrukturiranog nosaca pri
vrijednosti pH kod koje se provodi imobilizacija enzima. Primjerice, jednodimenzijske
nanostrukture izgradene od cinkova oksida (pHpzc = 9,4) naroCito su prikladne za
imobilizaciju enzima ¢ija se izoelektricna tocka nalazi u podru¢ju pH < 7 (npr. glukoza-
oksidaza, kolesterol-oksidaza, urikaza), s obzirom da su u neutralnim otopinama ti enzimi
negativno nabijeni i elektrostatski se adsorbiraju na pozitivno nabijenu povrSinu ZnO
nanostruktura.'*®

NajceS¢e koristeni dvodimenzijski nanomaterijali za imobilizaciju enzima danas su
svakako grafen i grafen oksid.*****" Grafen je alotropska modifikacija ugljika koja se
pojavljuje u formi dvodimenzijske heksagonalne resetke u kojoj se na svakom ¢voru nalazi
atom ugljika. Prostorni raspored atoma ugljika u grafen oksidu jednak je njihovom rasporedu
u grafenu, no priblizno jedna tre¢ina do jedna polovina od ukupnog broja atoma ugljika je
oksidirana i nosi kisikove funkcionalne skupine.™® Sli¢no kao i kod ugljikovih nanocjevéica,
za fizicku adsorpciju enzima na nemodificirani grafen odgovorne su hidrofobne 1 n—m
intrakcije, dok je kovalentnu imobilizaciju enzima moguce izvrsiti nakon kemijske oksidacije
grafena i aktiviranja dobivenih kisikovih funkcionalnih skupina.'*® Zbog toga je za
kovalentnu imobilizaciju enzima prikladnije koristiti grafen oksid,** koji se prije ili nakon
imobilizacije enzima moze kemijskom ili elektrokemijskom redukcijom prevesti u formu
sli¢nu grafenu.’*'?? S obzirom na izrazitu dvodimenzionalnost grafena i grafen oksida, ti su
nanomaterijali naroCito prikladni za imobilizaciju enzima u "sendvi¢-strukture” dobivene
naizmjeni¢nom depozicijom na elektrodu grafena (grafen oksida) i enzima tehnikom sloj po
sloj (engl. layer-by-layer).*?*'?* Za imobilizaciju enzima tom tehnikom prikladne su i
nanoravnine dobivene delaminacijom slojevitih alkalijskih titanata, slojevitog cirkonijeva
fosfata ili slojevitih dvostrukih hidroksida ([M"_xM"'(OH)2]" (A n)wn-mH,0).2*12" g
obzirom da su nanoravnine dobivene delaminacijom spomenutih spojeva nabijene iskljucivo
negativno, prikladne su za imobilizaciju enzima ¢ija se izoelektri¢na tocka nalazi u luZznatom
podrucju.

Kao $to je ranije bilo spomenuto, osim za imobilizaciju enzima nanomaterijali se u
amperometrijskim biosenzorima koriste i kao katalizatori u amperometrijskim pretvornicima

biosenzora prve generacije. U usporedbi s klasi¢nim elektrokemijskim katalizatorima,
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nanostrukturirani katalizatori odlikuju se znacajno veéom specificnom povrsinom, a time i
ve¢im brojem katalitiCki aktivnih povrSinskih centara te vecom katalitickom aktivno$céu.
Stoga se uporabom nanostrukturiranih Kkatalizatora u amperometrijskim pretvornicima
biosenzora prve generacije moze povecati osjetljivost biosenzora i sniziti njegova granica
detekcije. Takoder, amperometrijski pretvornici s aktivnijim, nanostrukturiranim
katalizatorom =zahtijevaju nize radne potencijale biosenzora, Sto doprinosi povecanju
selektivnosti biosenzora. S obzirom da su amperometrijski biosenzori prve generacije koji se
temelje na dehidrogenazama i koriste medijator dodan u uzorak zbog neprakti¢nosti i visoke
cijene analize gotovo nestali iz uporabe, istrazivanja vezana uz primjenu nanostrukturiranih
katalizatora u biosenzorima prve generacije gotovo su redovito fokusirana na biosenzore
temeljene na oksidazama, kod kojih se amperometrijski prati nastajanje vodikova peroksida
kao produkta enzimski Katalizirane oksidacije analita.®® Kao dobri katalizatori za

1291
9,130 te

elektrokemijsku oksidaciju vodikova peroksida pokazale su se platinske nanocestice
neki nanostrukturirani metalni oksidi, primjerice CoO™! i Mn0O,.** Zanimljivo je spomenuti
da se kataliticka aktivnost pri oksidaciji vodikova peroksida pripisivala i1 ugljikovim
nanocjev¢icama, no detaljna istrazivanja Comptona i suradnika pokazala su da su za opazenu
kataliticku aktivnost odgovorne necisto¢e zaostale nakon sinteze nanocjevcica te da pazljivo
pro¢iséene ugljikove nanocjevéice nisu kataliticki aktivne.**®* S obzirom da se i uz primjenu
najboljih katalizatora za elektrokemijsku oksidaciju vodikova peroksida ne mogu posti¢i radni
potencijali biosenzora manji od 400 mV prema Ag/AgCl elektrodi, za primjenu u

mijsku redukciju vodikova peroksida. U tu se svrhu cesto rabe nanocestice zlata, srebra i

134-136 57 i Cu0.™® Ipak, po katalitickim

platine te nanostrukturirani oksidi kao §to su Fe;Os
svojstvima pri elektrokemijskoj redukciji vodikova peroksida dosad se najboljim pokazao
zeljezov(Ill) heksacijanoferat(Il) (berlinsko modrilo).** Amperometrijski senzori temeljeni
na nanostrukturiranom berlinskom modrilu redovito pokazuju osjetljivost prema vodikovom
peroksidu veéu od 500 mAMtcm™, uz limit detekcije od otprilike 10° mol dm™ te
linearnost koja doseze i do 6 redova veli¢ine koncentracije H202_140,141

Osim u navedene dvije svrhe, intenzivno se istraZzuje i primjena nanomaterijala za
poboljsavanje elektronske komunikacije izmedu elektrode i redoks-centra enzima radi razvoja
enzimskih biosenzora tre¢e generacije. U tu se svrhu, razumljivo, upotrebljavaju iskljucivo

elektricki vodljivi nanomaterijali, naj¢eS¢e zlatne nanocCestice, grafen 1 ugljikove
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105142 7a koje se pretpostavlja da se zbog nanometarskih dimenzija mogu

nanocjevcice,
pribliziti redoks-centru enzima i time smanjiti barijeru za tuneliranje elektrona, odnosno
povecati brzinu izmjene elektrona izmedu elektrode i enzima. Na taj se nacin efikasan izravan
prijenos elektrona izmedu elektrode i1 redoks-centra enzima pokuSava posti¢i i kod enzima
koji su inace elektrokemijski inaktivni jer im je redoks-centar smjeSten daleko od povrsine.
Vecina istrazivanja usmjerena je na pronalazenje prikladnog nanomaterijala koji bi omogucio
ostvarivanje izravnog prijenosa elektrona izmedu elektrode i redoks-centra glukoza-oksidaze,
s obzirom da glukoza-oksidaza pri uobifajenim uvjetima (tj. prilikom adsorpcije ili
kovalentnog vezanja na konvencionalne elektrode od zlata, platine ili grafita) ne pokazuje
elektrokemijsku aktivnost, a razvoj visokoselektivnih glukoznih biosenzora trece generacije
od velikog je prakti¢nog i komercijalnog znadaja.***'** lako se na elektrodama na koje je
glukoza-oksidaza imobilizirana zajedno sa zlatnim nanoCesticama, grafenom, ugljikovim
nanocjevCicama ili nanocjev€icama od drugih vodljivih materijala najceSée uspjeva ostvariti
izravna elektrokemijska oksidacija, odn. redukcija FAD/FADH, kofaktora glukoza-oksidaze
(usp. ref. 50 i 145-148), izuzetno su rijetki slucajevi da se istovremeno uspjeva zadrzati i
prirodna kataliticka aktivnost enzima.*** Stoga je izgledno da opazena elektrokemijska
aktivnost glukoza-oksidaze na nanostrukturiranim elektrodama dolazi od molekula glukoza-
oksidaze ¢ija je konformacija imobilizacijom promijenjena tako da rezultira vecom
dostupnoscu redoks-aktivnog centra, ali koja ujedno dovodi do potpunog gubitka kataliticke
funkcije enzima.™®'*? Sli¢no ponaSanje tipiéno se opaza i kod drugih oksidoreduktaza,

153,154 «

primjerice peroksidaze i katalaze.™™

2.2. Titanatne nanocjevcice

Nanocjev€icama se nazivaju monokristalne nanostrukture tubularne morfologije €iji je vanjski
promjer manji od 100 nm, a aspektni omjer (tj. omjer duljine i promjera) znatno veéi od 1.
S obzirom da je samo jedna dimenzija nanocjevCica — njihova duljina — usporediva s
dimenzijama konvencionalnih, makroskopskih materijala, dok su preostale dvije dimenzije
reducirane na nanoskalu, nanocjev€ice Sse ubrajaju u jednodimenzijske nanomaterijale.
Karakteristika koja nanocjev€ice izdvaja u odnosu na druge jednodimenzijske nanomaterijale
(primjerice nanovlakna, nanoS$tapi¢e ili nanovrpce) jest postojanje unutarnje Supljine

(lumena), zbog cega se nanotubularni materijali odlikuju malom gusto¢om i velikom
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specificnom povrSinom. S obzirom na veliku longitudinalnu ¢vrstou i malu gustocu,
nanocjevcice su idealan materijal za primjenu u ojacanim kompozitima, dok ih nanometarski
promjer lumena i velika specificna povrsina ¢ini vrlo atraktivnima za primjenu u katalizi te
separacijskim procesima temeljenim na adsorpciji. Iako je glavnina istrazivanja u podrucju
nanotubularnih  materijala u proteklih dvadesetak godina bila vezana uz ugljikove
nanocjevcice, intenzivno se istrazuju i nanocjevcice gradene od metalnih oksida, medu kojima

su posebnu pozornost privukle titanatne nanoc;j evéice.*®

2.2.1. Sinteza, morfologija i mehanizam nastajanja titanatnih nanocjevcica

Titanatne nanocjevcice prvi su puta sintetizirane 1998. godine reakcijom praskastog TiO; S
vodenom otopinom NaOH pri povisenoj temperaturi,”®’ §to je do danas ostala najcesca
metoda njihove sinteze. Sinteza titanatnih nanocjev¢ica tipi¢no se izvodi reakcijom kristalnog
ili amorfnog TiO; s koncentriranom vodenom otopinom NaOH (najc¢esce ¢(NaOH) = 10 mol
dm, &emu odgovara w(NaOH) ~ 0,30) pri temperaturi izmedu 110 i 180 °C tijekom 2472

sata, najéesée u hidrotermalnim uvjetima,**%

a rijede pri atmosferskom tlaku, tj. u uvjetima
refluksa.'®®**” Nanotubularni produkt dobiven pri opisanim reakcijskim uvjetima sastoji se od
titanija, kisika, natrija i vodika te varijabilne koli¢ine vode, a sastav mu odgovara formuli
Naz,xHXTigornHzO.168 Titanatne nanocjev€ice tipicno su dugacke nekoliko stotina
nanometara, otvorene su na krajevima 1 imaju jednolik vanjski promjer izmedu 7 1
15 nm te unutarnji promjer izmedu 3 i 10 nm.™**® Stijenka titanatnih nanocjevéica redovito
je viSeslojna, sastavljena od tipicno 3-5 slojeva medusobno udaljenih izmedu 0,7 1
0,8 nm,158.161.162.164

Iz reakcijske smjese koja se sastoji od praskastog TiO, i vodene otopine u Kkojoj
mnozinska koncentracija NaOH iznosi ¢(NaOH) = 10 mol dm™ titanatne nanocjevéice nastaju
kao iskljucivi ili dominantni produkt ako se sinteza provodi pri temperaturi izmedu 110 1
140 °C tijekom 24-48 sati.’®*® Na temperaturama nizima od 100 °C nastaju uglavnom
amorfni, morfolodki nedefinirani produkti, a iznad 170 °C titanatne nanozice,'®**"® koje su
dominantni produkt i ako se sinteza provodi tijekom 72 sata pri nizoj tempera‘furiml‘171 te ako
se umjesto natrijeva hidroksida koristi kalijev hidroksid.}"*'”® Pri koncentraciji natrijeva
hidroksida od 5 mol dm™ kao glavni produkt u podru&ju temperatura od 120 do 160 °C

nastaju titanatne nanovrpce i nanoravnine,'® dok su produkti nastali pri 140 °C i
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koncentracijama NaOH veéima od 15 mol dm™ uglavnom amorfni.*” Pri uvjetima sinteze
koji dovode do nastajanja titanatnih nanocjevCica kao glavnog produkta opazeno je da
prosjecni unutarnji promjer nanocjevcica raste s porastom reakcijske temperature, s otprilike
4 nm pri 125 °C, na otprilike 10 nm pri 150 oc. 1ot Duljina titanatnih nanocjevcica uglavnom
ovisi o hidrodinamic¢kim uvjetima tijekom njihove sinteze. U stacionarnoj reakcijskoj smjesi
tipicno nastaju nanocjev€ice ¢ija duljina ne prelazi nekoliko stotina nanometara, dok u
konvekcijskim uvjetima ostvarenima mijeSanjem reakcijske smjese ili rotacijom autoklava u
kojem se provodi reakcija nastaju nanocjevcice duljine i do nekoliko mikrometara.'”®*"" Soni-
ciranje reakcijske smjese ultrazvukom takoder dovodi do nastajanja duljih nanocjevéica.'”
Detaljan slijed dogadaja koji se zbivaju tijekom hidrotermalne konverzije TiO; u titanatne
nanocjev¢ice jo§S uvijek nije u potpunosti razjasnjen, no strukturna i morfoloska analiza
sastojaka reakcijske smjese u razli¢itim fazama sinteze nedvojbeno ukazuje da kljuénu ulogu
u tom procesu imaju dvodimenzijske titanatne nanostrukture u formi pojedinac¢nih titanatnih

nanoravnina ili slogova nekoliko paralelnih titanatnih nanoravnina.*”

Opazeno je da tijekom
prvih nekoliko minuta reakcije dolazi do bubrenja Cestica TiO», s Cije se povrSine potom
poginju odvajati dvoslojni ili videslojni segmenti.*® Ti segmenti u otopini dalje rastu u tanke,
nekoliko nanoravnina debele plocaste titanatne nanostrukture, koje se potom zakrivljuju,
odnosno spiralno namotavaju dajuci titanatne nanocjevcice s viSeslojnom stijenkom.lgo’181
Pretpostavlja se da je =zakrivljavanje pojedinacnih titanatnih nanoravnina uzrokovano
asimetriénim kemijskim okruZenjem, koje se u viskoznoj reakcijskoj smjesi moze lako
pojaviti zbog razliCitog ionskog sastava otopine s gornje i donje strane titanatne

nanoravnine.®*

Asimetrija u kemijskom okruzenju rezultira razliCitom povrSinskom
energijom gornje 1 donje strane nanoravnine, sto dovodi do njenog zakrivljavanja 1 spiralnog
namatanja. DFT prorac¢unima dobiveno je da se minimum potencijalne energije opisanog
sustava postize pri polumjeru zakrivljenost titanatnih nanoravnina od 4 nm,'®? §to se dobro
slaze s opaZzenim promjerom titanatnih nanocjevcica, no ne objaSnjava utjecaj uvjeta sinteze
na promjer nanocjevc“:ica.161 Druga je mogucénost da titanatne nanocjevCice nastaju
zakrivljavanjem viseslojnih, lamelarnih nanostruktura nastalih paralelnim slaganjem dviju ili
viSe titanatnih nanoravnina. Pretpostavlja se da u tom slucaju do zakrivljavanja dolazi uslijed
razlike u duljinama pojedinih nanoslojeva koji tvore opisanu dvodimenzijsku lamelarnu

182

nanostrukturu.”™“ Naime, te nanostrukture u ravnotezu s otopinom dolaze uslijed otapanja,

odnosno kristalizacije koja se preferirano zbiva na rubovima nanoravnina. Zbog razliite
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brzine kristalizacije ili otapanja, nanoravnine unutar lamelarne strukture mogu postati razlicite
duljine (slika 2.4.), §to uzrokuje razliku u njihovoj povrsinskoj energiji. Smanjenje povrsinske
energije duljih nanoravnina moze se posti¢i njihovim zakrivljavanjem, §to za posljedicu ima
zakrivljavanje cijele lamelarne nanostrukture i dovodi do formiranja nanocjevcica, kako to
shematski prikazuje slika 2.5. Opisani model dobro objasnjava postojanje nekoliko razlicitih
tipova titanatnih nanocjevéica, koji se &esto pronalaze u istom uzorku.’® Naime, ako se
zakrivljene nanoravnine na krajevima ne uspiju u potpunosti spojiti, nastaju nanocjevcice sa
spojem u stijenci koji podsjeca na Sav (slika 2.5.a). Spajanjem zakrivljenih nanoravnina koje
se idealno poklapaju nastaju "beSavne" nanocjevcice Cije se stijenke sastoje od koncentri¢nih,
cilindri¢no zakrivljenih nanoravnina (slika 2.5.b), dok spajanjem nanoravnina koje se ne

poklapaju mogu nastati nanocjevcice sa spiralnom strukturom stijenke (slika 2.5.c).

titanatna nanoravnina
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Slika 2.4. Shematski prikaz pretpostavljenog mehanizma nastajanja titanatnih nano-
cjevCica zakrivljavanjem titanatnih nanoravnina uslijed razlike u S$irini slojeva (AX) u

viSeslojnim slogovima nanoravnina (za detalje v. tekst).
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Slika 2.5. Shematski prikaz mogué¢ih mehanizama nastajanja nanocjevcica iz viseslojnih

dvodimenzijskih titanatnih nanostruktura. Pod a) prikazane su nanocjevcice na Cijem je
presjeku vidljiv spoj rubova nanoravnina, pod b) nanocjevcice s koncentricnom stijenkom,

a pod c) nanocjevcice sa spiralnom stijenkom.

Kako bi se opisani modeli nastajanja titanatnih nanocjev¢ica uskladili s opazenim
utjecajima uvjeta sinteze na morfologiju produkata dobivenih reakcijom TiO; s
koncentriranom vodenom otopinom NaOH, pretpostavlja se da su titanatne nanocjevcice
metastabilan meduprodukt koji u jako luZnatom vodenom mediju nastaje pri konverziji
titanijeva(lVV) oksida u stabilnije jednodimenzijske titanatne nanostrukture — titanatna
nanovlakna i titanatne nanogtapice.®®®® Pritom je koncentracija titanija(I\V) u reakcijskom
mediju kljucan parametar koji odreduje hoce li pri danim uvjetima sinteze nastati titanatne
nanocjevCice ili druge jednodimenzijske titanatne nanostrukture (npr. titanatna
nanovlakna).'®®*% [strazivanja koja su proveli Bavykin i suradnici*® pokazala su da titanatne
nanocjevcice nastaju samo pri koncentraciji otopljenog Ti(IV) izmedu 1 1 3 mmol dm3, dok
pri ve¢im koncentracijama kao dominantan produkt sinteze nastaju titanatna nanovlakna.'®®
Poveéanju koncentracije otopljenog Ti(IV) doprinose visa reakcijska temperatura te
djelomic¢na ili potpuna zamjena NaOH s KOH, $to su sve faktori koji pogoduju nastajanju
titanatnih nanovlakana.*®“*"%12173 Takoder, produljivanjem vremena sinteze metastabilne
titanatne nanocjevcice prelaze u titanatna nanovlakna, koja imaju manju specificnu povr§inu
pa su stoga i termodinamicki stabilnija od nanocjev€ica, $to je takoder eksperimentalno

. 161,171
opazeno.™®"
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2.2.2. Struktura titanatnih nanocjevcica

Struktura titanatnih nanocjevc€ica bila je predmet rasprave cijelo desetljeCe nakon njihova
otkri¢a, a niti danas nije postignut potpun konsenzus o njihovoj strukturi. Istrazivanja
provedena visokorezolucijskom transmisijskom elektronskom mikroskopijom, rendgenskom i
elektronskom difrakcijom te Ramanovom spektroskopijom nedvojbeno su pokazala da

158,167,184-188
no

kristalna struktura titanatnih nanocjevéica odgovara strukturi slojevitih titanata,
postojanje mnosStva strukturno vrlo sli¢nih titanata znatno je otezalo odredivanje tocnije
strukture titanatnih nanocjevcica. Nanometarska veli¢ina nanocjevcica i velika zakrivljenost
ravnina koje formiraju stijenku nanocjevCice otezavaju interpretaciju rezultata dobivenih
rendgenskom difrakcijom jer uzrokuju prosSirenje difrakcijskih maksimuma te izostanak
pojedinih refleksa u ionako vrlo sliénim difraktogramima koje pokazuju razliCite titanatne
strukture. TermiCka nestabilnost titanatnih nanocjev¢ica uzrokuje relativno brzu strukturnu
transformaciju nanocjev¢ica u fokusiranom snopu elektronskog mikroskopa, $to znatno
otezava strukturna istrazivanja primjenom visokorezolucijske transmisijske mikroskopije.
Ipak, kombinacijom navedenih tehnika uspjelo se prikupiti dovoljno vjerodostojnih podataka
na temelju kojih se moZe zakljuciti da struktura titanatnih nanocjev€ica najvjerojatnije
odgovara strukturi natrijeva trititanata (Na,TisO7) u kojoj je dio Na* iona zamijenjen ionima
H* (Naz_HyTi307), pri éemu u slucaju zamjene gotovo svih natrijevih kationa s ionima H* (v.
pogl. 2.2.3.) struktura prelazi u strukturu trititanatne kiseline (H,TizO7)."***® Obje strukture
opisane su monoklinskom kristalnom reSetkom koja se sastoji od stepeniastih trititanatnih
ravnina nastalih povezivanjem TiOg-oktaedara na nain prikazan na slici 2.6.,*%% pri Gemu
natrijevi kationi u Na, \HxTi3O; zauzimaju prostor izmedu trititanatnih ravnina. Savijanjem
jedne ili viSe trititanatnih nanoravnina u skladu s modelom nastajanja titanatnih nanocjevcica
opisanim u prethodnom poglavlju nastaju titanatne nanocjevc€ice s viseslojnom stijenkom,
kako to prikazuje slika 2.7. Pri tome stijenku nanocjevcice formiraju ravnine (100) namotane
u smjeru [001] tako da je os nanocijevCice paralelna sa smjerom [010], a razmak izmedu
dvaju susjednih slojeva u stijenci jednak razmaku izmedu kristalografskih ravnina (200) (slika
2.7.)."8 Jako je zbog postojanja defekata opisana struktura titanatnih nanocjevcica vjerojatno
idealizirana, ve¢ina autora danas je prihvaca kao tocnu i polazi od nje u razmatranju svojstava
titanatnih nanocjevcica.

S obzirom da infracrveni spektri titanatnih nanocjev€ica jasno ukazuju na postojanje

158,159

OH-skupina i molekula H,O u strukturi titanatnih nanocjevcica, pretpostavlja se da je
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prostor izmedu slojeva koji formiraju stijenku titanatnih nanocjevc€ica okupiran molekulama
vode. Te molekule mogu potjecati iz hidratacijske sfere iona Na™ ili vodikovim vezama mogu
biti vezane na Ti—-OH skupine nastale zamjenom iona Na* s ionima H" u nanocjev¢icama &iji
sastav odgovara formuli Na, \HsTi3O7;. U prilog pretpostavci o postojanju interkaliranih
molekula vode govori i €injenica da je meduravninski razmak kristalografskih ravnina (200) u
titanatnim nanocjev¢icama odreden rendgenskom difrakcijom (dzg0 = 0,85-0,90 nm) redovito
malo ve¢i od razmaka izmedu ravnina (200) u trititanatnoj kiselini (dzgo = 0,790 nm).'*
Zagrijavanjem titanatnih nanocjevcica dolazi do njihove dehidratacije, pri ¢emu je opazeno da
se razmak izmedu ravnina (200) postupno smanjuje i priblizava vrijednosti koju ima u

trititanatnoj kiselini.'*!

Dehidratacija titanatnih nanocjevc€ica zbiva se i u visokom vakuumu
(p < 107 Pa) koji vlada u koloni transmisijskog elektronskog mikroskopa, §to objasnjava
neslaganje izmedu vrijednosti koje za udaljenost slojeva koji formiraju stijenku nanocjevc¢ica
daju visokorezolucijska transmisijska elektronska mikroskopija (d = 0,78-0,80 nm) i

rendgenska difrakcija.**

Slika 2.6. Kristalna struktura trititanatne kiseline. StepeniCaste trititanatne nanoravnine
nastaju ponavljanjem jedini¢ne c¢elije (oznaena isprekidanom crtom) u smjeru osi Z i
okomito na ravninu papira. Slojevita struktura trititanata nastaje slaganjem nanoravnina u

smjeru osi X. Preuzeto iz ref. 158.

David Sovi¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 30

l_> [001]
(

001) normala

Slika 2.7. Struktura stijenke titanatne nanocjevCice nastale savijanjem titanatnih

nanoravnina ¢ija struktura odgovara strukturi trititanatne kiseline. Preuzeto iz ref. 158.

2.2.3. Fizikalno-kemijska svojstva titanatnih nanocjevcica

lako su neka fizikalno-kemijska svojstva titanatnih nanocjev¢ica slicna svojstvima ostalih
slojevitih titanata, neka su svojstva titanatnih nanocjevcica specifi¢na jer proizlaze iz njihove
reducirane dimenzionalnosti. Kao 1 ostali slojeviti titanati, titanatne nanocjev¢ice pokazuju
ionsko-izmjenjivacka i poluvodi¢ka svojstva, no specificne su po mezoporoznosti, velikoj
specifi¢noj povrsini te reaktivnosti povrSine.

lonsko-izmjenjivacka svojstva titanatnih nanocjevc¢ica posljedica su mobilnosti kationa
(najéesée Na*) smjestenih izmedu slojeva koji formiraju stijenku nanocjevéica. S obzirom da
su ti kationi lako pokretljivi, mogu se relativno lako izmjenjivati s ionima iz otopine u kojoj
su titanatne nanocjevéice suspendirane.’**'% Zbog toga je, primjerice, natrijeve katione iz
strukture titanatnih nanocjevéica moguée gotovo u potpunosti zamijeniti s ionima H”

suspendiranjem titanatnih nanocjevéica u razrijedenoj vodenoj otopini jake kiseline:
Na,.HyTiz07(s) + 2-x H*(aq) < H,Tiz07(s) + 2-x Na*(aq)

S obzirom da se ionska izmjena opisana gornjom jednadzbom zbiva i1 tijekom ispiranja
titanatnih nanocjevc¢ica vodom ili razrijedenom kiselinom nakon njihove sinteze, kemijski
sastav titanatnih nanocjevc€ica znacajno ovisi o postupku njihove izolacije. Ako se titanatne
nanocjevcice nakon sinteze ispiru samo vodom do neutralne reakcije, njihov kemijski sastav

otprilike odgovara formuli Naj oHosTizO7-nH,0.1%® Potpuno uklanjanje natrijevih kationa iz
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strukture titanatnih nanocjevcica tesko je posti¢i, s obzirom da i nakon viSekratnog ispiranja
nanocjevcica razrijedenom kiselinom maseni udio natrija u titanatnim nanocjevcicama iznosi
oko 1 %.*%®

Stupanj izmjene natrijeva kationa s ionom H* glavni je faktor koji odreduje termicku
stabilnost titanatnih nanocjev¢ica. Zagrijavanjem titanatnih nanocjev¢ica dolazi do njihove
dehidratacije, koju prate promjene u Kkristalnoj strukturi i morfologiji nanocjevcica.
Temperatura pri kojoj zapocinje fazna 1 morfoloska transformacija titanatnih nanocjevcica u
TiO, i kondenziraniji heksatitanat opada sa smanjenjem udjela natrijevih iona. %1919
Titanatne nanocjevcice €iji sastav odgovara formuli Naj 3Hg 7Ti307-nH20 termicki su stabilne
do temperature od otprilike 500 °C, dok titanatne nanocjevéice kod kojih je izmjena iona Na®
s ionima H" gotovo potpuna faznoj i morfoloskoj transformaciji podlijezu ve¢ pri temperaturi
od 150 °C.**

Specifi¢na povrsina titanatnih nanocjevcica relativno je velika i tipi¢no iznosi izmedu 200
i 350 m? g, ovisno o uvjetima sinteze i stupnju post-sintetske izmjene iona Na* s ionima H*,
pri ¢emu smanjenje udjela natrija dovodi do povecanja specifi¢ne povrSine nanocjevéica.161
S obzirom da lumen titanatnih nanocjevcica najé¢es¢e ima promjer izmedu 3 1 15 nm, titanatne
nanocjevCice su tipi¢an mezoporozni materijal. Prilikom suSenja titanatne nanocjevcice
pokazuju veliku tendenciju stvaranja agregata koji se sastoje od veéeg broja paralelno
orijentiranih nanocjevcica. Ti se snopovi medusobno isprepli¢u i1 stvaraju vece, porozne
aglomerate, zbog ¢ega praSkasti uzorci titanatnih nanocjevc€ica ¢esto pokazuju bimodalnu
krivulju raspodjele veli¢ina pora, s jednim maksimumom koji odgovara lumenu nanocjevcica
1 drugim maksimumom (pri veéim promjerima pora) koji odgovara porama u poroznim
aglomeratima nanocj ev&ica.'®

Povrsina titanatnih nanocjevCica relativno je gusto zaposjednuta OH-skupinama;
u prosjeku, na jednom kvadratnom nanometru povrSine titanatnih nanocjevc€ica nalazi se 5,8

OH-skupina.*?®

Povrsinske OH-skupine titanatnih nanocjevCica ponaSaju se kao
Bronstedove kiseline™™ zbog Cega je povrSina titanatnih nanocjevcica, osim u kiselom mediju,
nabijena negativno. S obzirom da povrSinske OH-skupine titanatnih nanocjev¢ica lako stupaju
u reakciju sa silanima, karboksilatima, fosfonatima i o-difenolima, izuzetno su prikladne kao
reaktivna mjesta za povrSinske modifikacije titanatnih nanocjevc“:ica.lg‘r"198

Od ostalih svojstava zanimljivo je spomenuti da se titanatne nanocjevcice, jednako kao i

drugi slojeviti titanati, ponaSaju kao poluvodi¢ n-tipa zbog postojanja donorskih defekata u
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obliku kisikovih vakancija i titanijevih intersticija. Sirina zabranjene zone titanatnih
nanocjev¢ica iznosi 3,87 eV,'*® zbog &ega titanatne nanocjevéice apsorbiraju ultraljubicasto
zracenje valnih duljina manjih od 325 nm. Titanatne nanocjevcice pokazuju relativno veliku
protonsku vodljivost koja se pripisuje postojanju molekula vode i iona H3O" interkaliranih
izmedu slojeva koji formiraju stijenku nanocjevéice.!”* Zagrijavanjem titanatnih nanocjevéica
I njihovom dehidratacijom protonska vodljivost brzo se gubi. Titanatne nanocjevcice stabilne

su u Cistoj vodi te u luznatom mediju, no u razrijedenim kiselinama stabilnost im je mala.?°
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3.1. Kemikalije i mjerni instrumenti

3.1.1. Kemikalije

Sve kemikalije koriStene u ovom radu bile su najviSe Cistoce koja je komercijalno bila
dostupna i koriStene su bez daljnjeg prociS¢avanja, osim ako nije drugacije navedeno.
Titanijev dioksid (w(anatas) = 99,8 %; promjer Cestica, d < 44 pm), p-benzokinon (99 %),
salicilaldehid (98 %), otopina glutaraldehida u vodi (w(glutaraldehid) = 50 %), otopina
ionomera Nafiona u smjesi vode i niskomolekulskih alkohola (w(Nafion) = 5 %) i grafit u
prahu (W(C) = 99,99 %; promjer Cestica, d < 150 um) dobavljeni su od Aldricha. Glukoza-
oksidaza (E.C. 1.1.3.4, izolirana iz Aspergillus niger, tip X-S, 100-250 U/mg, liofilizirana) i
diamonijeva sol 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske Kkiseline) (ABTS, 98 %)
nabavljeni su od Sigme. Etilendiamin (99,5 %), (3-aminopropil)trimetoksisilan (APTMS,
97 %) i peroksidaza (E.C. 1.11.1.7, 883 U/mg koriste¢i ABTS, izolirana iz hrena, tip VI-A,
liofilizirana) pribavljeni su od Fluke. Ninhidrin (99 %) pribavljen je od Acros Organics, a
tereftaloil-diklorid (98 %) od Mercka. Sve ostale kemikalije koriStene u radu bile su p.a.
Cistoce.

Za pripremu vodenih otopina koriStena je dvostruko deionizirana voda dodatno
prociséena nanofiltracijom i sustavom za pripravu ultraciste vode Millipore Synergy (EMD
Millipore, USA). Diklormetan (p.a., Carlo Erba) prije uporabe susen je na kalcijevom kloridu
preko no¢i i potom predestiliran preko fosforova(V) oksida pri atmosferskom tlaku. Toluen
(p.a., Kemika) nakon suSenja na kalcijevom kloridu predestiliran je preko elementarnog

natrija pri atmosferskom tlaku, nakon ¢ega je drzan na molekulskim sitima.

3.1.2. Mijerni instrumenti

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) i elektronska difrakcija uzoraka titanatnih
nanocjevcica izvrSena je na visokorezolucijskom transmisijskom elektronskom mikropskopu
JEM-2000FX (Jeol, Japan), uz akcelerirajuc¢i napon od 200 kV. Za utvrdivanje morfoloskih
karakteristika dijela uzoraka koriSten je i transmisijski elektronski mikroskop Zeiss 902A
(Zeiss, Njemacka) koji je radio uz akceleriraju¢i napon od 80 kV. Pretrazna elektronska
mikroskopija uzoraka izvrSena je na pretraznom elektronskom mikroskopu JSM-300 (Jeol,

Japan).
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Specificna povrsina i raspodjela volumena pora uzoraka izmjereni su pomocu uredaja
ASAP 2000 (Micromeritics, USA), mjerenjem adsorpcije, odn. desorpcije N, pri temperaturi
od —196 °C.

Spektroskopska karakterizacija uzoraka u infracrvenom podru¢ju izvrSena je pomocu
FTIR spektrometra MB 102 (ADD Bomem, Njemacka). Uzorci za snimanje FTIR spektara
pripremljeni su u obliku NaCl pastila u kojima je maseni udio uzorka iznosio 2 %. Za
snimanje Ramanovih spektara koriSten je Ramanov spektrometar Z24 (Dilor, Francuska) s
trostrukim monokromatorom, opremljen argonskim pobudnim laserom Innova Coherent 400
(4 = 514,5 nm). Za snimanje spektara otopina u ultraljubi¢astom i vidljivom (UV/Vis)
podrucju elektromagnetskog spektra koriSten je dvozracni spektrofotometar BioSpecord 200
(Analytik Jena, Njemacka). UV/Vis refleksijski spektri uzoraka snimljeni su pomocu
spektrometra USB4000 (Ocean Optics, USA) opremljenog s refleksijskom probom s
bifurkiranim optickim vlaknom.

Za clektrokemijska mjerenja koriSteni su potenciostati VoltaLab PST050 (Radiometer
Analytical, Francuska) i MA 5450 (Iskra, Slovenija), od kojih je potonji bio opremljen
generatorom pobude i elektronickim suceljem za povezivanje s raCunalom izradenim u
Laboratoriju za op¢u i anorgansku kemiju i elektroanalizu PBF. Sva mjerenja izvrSena su u
konvencionalnoj troelektrodnoj elektrokemijskoj ¢eliji s platinskom pomoénom elektrodom i
Hg|Hg.Cl,|3,5M KCI referentnom elektrodom (E = 0,250 V prema standardnoj vodikovoj
elektrodi). Kao radne elektrode za ciklicku voltametriju 1 amperometrijska mjerenja koristene
su disk-elektrode (A = 0,196 cm?) izradene od spektroskopskog grafita ili grafitne paste. Za
stacionarna voltametrijska mjerenja u hidrodinamickim uvjetima koriStena je rotirajuca disk-
elektroda (RDE) izradena od spektroskopskog grafita (A = 0,385 cm?), pogonjena rotatorom
Beckmann R-6000 (Beckmann, USA). Pri elektrokemijskom odredivanju sadrzaja metala (Ti,
Cu) u uzorcima modificiranih titanatnih nanocjev€ica kao radna elektroda koriStena je
stacionarna/staticka zivina elektroda s viseCom kapi konstruirana u Laboratoriju za opéu i

anorgansku kemiju i elektroanalizu PBF.
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3.2. Metode

3.2.1. Sinteza titanatnih nanocjevcica

Sinteza titanatnih nanocjev€ica (TiNT) izvodena je u cilindricnoj reakcijskoj posudi
(d = 40 mm, V = 100 cm®) izradenoj od Teflona i opremljenoj povratnim vodenim hladilom.
Za sintezu je uzeto izmedu 1,0 i 1,1 g praskastog TiO,, na kojeg je dodano 75 cm® vruée
vodene otopine NaOH (w(NaOH) = 0,30), nakon ¢ega je smjesa homogenizirana na
magnetskoj mijesalici. Reakcijska posuda je potom prebacena u parafinsku kupelj zagrijanu
na 130 °C i refluksirana tijekom 22 sata uz mijesSanje (30 o/min). Nakon 22 sata smjesa je
ohladena i dobivene titanatne nanocjevcice (u obliku bijelog, voluminoznog mrezastog taloga)
odijeljene su od ostatka reakcijske smjese vakuumskom filtracijom i ispirane s deioniziranom
vodom sve dok filtrat nije pokazivao neutralnu reakciju. Da bi se iz strukture dobivenih
titanatnih nanocjev¢ica uklonili ioni Na* i zamijenili s ionima H” i time nanocjevéice prevele

u tzv. protonirani oblik, nanocjevéice su suspendirane u 100 cm®

vodene otopine HCI
(c(HCI) = 0,1 mol dm™®) i suspenzija je, uz povremeno mijeanje, ostavljena stajati 3 sata.
Nakon toga su titanatne nanocjevcice isprane vodom i postupak ionske izmjene je ponovljen
jo$ jednom, nakon Cega su titanatne nanocjevcice obilno isprane s deioniziranom vodom (do

neutralne reakcije filtrata) 1 suSene preko noci na 80 °C.

3.2.2. Modificiranje titanatnih nanocjevcica s (3-aminopropil)trimetoksisilanom

Vezanje (3-aminopropil)trimetoksisilana (APTMS) na povrsSinu titanatnih nanocjevcica
(silaniziranje)® izvedeno je izravnom reakcijom izmedu APTMS i titanatnih nanocjevéica u
protoniranom obliku suspendiranih u nepolarnom aproti¢nom organskom otapalu (toluen ili
diklormetan). U radu su koriStena Cetiri postupka silaniziranja koji su se razlikovali u
koriStenom otapalu, temperaturi pri kojoj je provodena reakcija te stupnju dehidratacije
titanatnih nanocjevcica. Polazne titanatne nanocjev€ice u sva su Cetiri postupka bile u
protoniranom obliku, suSene na 80 °C i do daljnje uporabe ¢uvane pri sobnoj temperaturi na

zraku.

? Kratkoce radi, titanantne nanocjevéice povrsinski modificirane reakcijom s (3-aminopropil)trimetoksisilanom

u daljnjem Ce se tekstu nazivati silaniziranim titanatnim nanocjevcicama.
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Postupak Sl-1

Masa od 0,25 g titanatnih nanocjevéica suspendirana je na magnetskoj mijealici u 20 cm®
bezvodnog toluena i u suspenziju je dodano 0,50 cm® APTMS, nakon Cega je smjesa
refluksirana tijekom tri sata. Nakon tri sata reakcijska smjesa je ohladena na sobnu
temperaturu, dobiveni produkt je od ostatka smjese odijeljen vakuumskom filtracijom, ispran
sa 25 cm® toluena i 80 cm® bezvodnog etanola i susen na 60 °C tijekom tri sata. Dobivenom

produktu dodijeljena je oznaka TiNT-R.

Postupak Sl1-2

Masa od 0,25 g titanatnih nanocjevéica suspendirana je na magnetskoj mijealici u 35 cm®

201

bezvodnog toluena, nakon Cega je suspenzija podvrgnuta azeotropnoj destilaciji® tijekom

dva sata kako bi se iz nanocjevCica uklonila voda. Suspenzija, ¢iji je volumen nakon
azeotropne destilacije iznosio otprilike 25 cm®, potom je ohladena na sobnu temperaturu, u
nju je dodano 0,50 cm® APTMS i nastavljena je mijesati na sobnoj temperaturi tijekom tri
sata. Nakon tri sata dobiveni ¢vrsti produkt odijeljen je od ostatka reakcijske smjese
vakuumskom filtracijom te ispran s 25 cm® toluena i 80 cm® bezvodnog etanola. Isprani

produkt susen je na 60 °C tijekom tri sata, a oznacen je kao TINT-A.

Postupak Sl1-3

Masa od 0,25 g titanatnih nanocjevéica suspendirana je u 20 cm® bezvodnog diklormetana i u
suspenziju je dodano 0,50 cm® APTMS. Dobivena suspenzija mijesana je u zaepljenoj tikvici
na magnetskoj mijesSalici pri sobnoj temperaturi tijekom 20, 45, 90 ili 180 min, nakon Cega je
dobiveni &vrsti produkt odijeljen vakuumskom filtracijom, ispran sa 25 cm® diklormetana i
80 cm® apsolutnog etanola te susen na 60 °C tijekom tri sata. Dobiveni produkt oznaden je

kao TINT-NH2-x, gdje 'x' oznacava vrijeme silaniziranja u minutama (x = 20, 45, 90, 180).
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3.2.3. Kovalentno vezanje peroksidaze na povrsinu titanatnih nanocjevéica modificiranih s

(3-aminopropil)trimetoksisilanom

Enzim peroksidaza iz hrena” na povrinu titanatnih nanocjevéica modificiranih s APTMS
imobiliziran je pomocu bifunkcionalnog reagensa opcenite strukture R—X—R, gdje R oznacava
funkcionalnu skupinu koja reagira s primarnom amino skupinom. Za imobilizaciju su
koristeni sljedec¢i bifunkcionalni reagensi: p-benzokinon, askorbinska kiselina, glutaraldehid i

tereftaloil-diklorid, %

¢ije su strukture prikazane na slici 3.1. Opcenito, imobilizacija
peroksidaze bila je izvedena u dva koraka. Najprije su silanizirane titanatne nanocjevcice
podvrgnute reakciji s velikim suviSkom bifunkcionalnog reagensa, ¢ime je reakcijom
povrsinskih  NHp-skupina s funkcionalnom skupinom R iz bifunkcionalnog reagensa
postignuto kovalentno vezanje bifunkcionalnog reagensa na povrSinu silaniziranih titanatnih
nanocjev¢ica. Na tako funkcionalizirane titanatne nanocjevcice potom je kovalentno vezana
peroksidaza, reakcijom izmedu NHj-skupina iz lizinskih ogranaka peroksidaze i slobodnih
reaktivnih funkcionalnih skupina povrSinski vezanog bifunkcionalnog reagensa. Kemizam
imobilizacije peroksidaze pomocu svakog od cetiri koriStena bifunkcionalna reagensa
prikazan je naslici 3.1.

Peroksidaza je na povrSinu silaniziranih titanatnih nanocjev€ica imobilizirana 1 izravno,
bez uporabe bifunkcionalnog reagensa. U tu su svrhu monosaharidne jedinice vezane na
proteinski lanac peroksidaze oksidirane pomocu perjodata, pri ¢emu su vicinalne OH-skupine
u susjedstvu glikozidne veze prevedene u aldehidne skupine (slika 3.1).2%® Imobilizacija tako
oksidirane peroksidaze na povrsinu titanatnih nanocjevéica postignuta je izravnom reakcijom
dobivenih aldehidnih skupina s amino skupinama poli(3-aminopropilsiloksana) s povrsine

silaniziranih titanatnih nanocjevéica (slika 3.1.). Titanatne nanocjevéice s imobiliziranom

peroksidazom dalje su koriStene odmah nakon priprave.

Imobilizacija peroksidaze pomocu bifunkcionalnih reagensa

Za vezanje bifunkcionalnih reagensa na povrSinu titanatnih nanocjevcica silaniziranih s
APTMS koriStene su otopine askorbinske kiseline u N,N'-dimetilformamidu (DMF)
(7 (askorbinska kiselina) = 400 mg cm™3), otopina p-benzokinona u DMF (y (p-benzokinon) =

®) Kratkoée radi, u daljnjem tekstu: peroksidaza (skra¢eno: HRP, prema engl. horseradish peroxidase).
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50 mg cm ), otopina glutaraldehida u fosfatnom puferu (c(P) = 0,1 mol dm™3, pH = 6,0)°
volumnog udjela ¢glutaraldehid) = 0,005 te otopina tereftaloil-diklorida u DMF
(7 (tereftaloil-diklorid) = 10 mg cm ™). U svim slu¢ajevima vezanje bifunkcionalnog reagensa
izvr§eno je na silanizirane titanatne nanocjevéice priredene postupkom SI-4 uz vrijeme
reakcije s APTMS od 180 min.

Masa od 10 mg silaniziranih titanatnih nanocjev&ica dispergirana je u 1 cm® otopine
bifunkcionalnog reagensa i dobivena suspenzija mijesana je na tresilici tijekom 15 minuta,
nakon Cega je suspenzija centrifugirana, a talog ispran s DMF (u slu¢aju vezanja askorbinske
Kiseline, benzokinona ili tereftaloil-diklorida), odnosno deioniziranom vodom (u slucaju
vezanja glutaraldehida). Ispiranje je ponovljeno pet puta, pri ¢emu je za zadnje ispiranje u
svim slu¢ajevima koriStena deionizirana voda.

Titanatne nanocjevc¢ice modificirane bifunkcionalnim reagensom potom su dispergirane u
0,5 cm® otopine peroksidaze (YHRP) = 3,125 mg cm®) u fosfathom puferu (c(P) =
0,1 mol dm™3, pH = 6,0) i mijeSane na tresilici tijekom dva sata. Nakon dva sata titanatne
nanocjevcice s imobiliziranom peroksidazom su centrifugirane i isprane s fosfatnim puferom
pet puta. Preliminarnim pokusom ustanovljeno je da nakon peterostrukog ispiranja puferom

supernatant ne pokazuje pozitivnu reakciju na peroksidazu.

Imobilizacija peroksidaze izravnim vezanjem enzima na povrSinu silaniziranih

titanatnih nanocjevdica

Masa od 2,5 mg peroksidaze otopljena je u 0,5 cm® otopine kalijeva perjodata ({KIO,) =
2,3 g dm®) u fosfatnom puferu (c(P) = 0,1 mol dm™, pH = 6,0). Dobivena otopina ostavljena
je stajati u mraku tijekom 20 min, nakon ¢ega je u njoj dispergirano 10 mg silaniziranih
titanatnih nanocjevcica priredenih postupkom SI-4 uz vrijeme reakcije s APTMS od 180 min.
Suspenzija je drzana u mraku tijekom daljnjih 40 min uz povremeno mijeSanje. Nakon tog
vremena titanatne nanocjevc€ice s imobiliziranom peroksidazom su centrifugirane i isprane

fosfatnim puferom pet puta.

9 Sastav fosfatnog pufera svugdje u tekstu bit ¢e iskazan ukupnom mnozinskom koncentracijom jedinki koje

sadrze fosfor (H3PO,, H,PO, HPO,, PO43’), ozna¢enom sa C(P).
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Slika 3.1. Strukture reagensa i kemizam imobilizacije peroksidaze (HRP) na titanatne
nanocjevc¢ice modificirane s APTMS (TiNT-NH,).
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3.2.4. Modificiranje titanatnih nanocjevcica s N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksima
bakra(ll) i zeljeza(1ll)

Titanatne nanocjev¢ice modificirane su kompleksom bakra(Il), odnosno zeljeza(Ill) s
N-saliciliden-n-propilaminskim ligandom koji je na povrSinu nanocjevéica bio kovalentno
vezan Si—O-Ti i Si—O-Si (siloksanskim) vezama, kako to predocava struktura 5 na slici 3.2.
U svrhu vezanja N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa bakra(Il) na povrSinu titanatnih
nanocjevéica razvijena su tri sintetska postupka, od kojih se prvi temeljio na silaniziranju
titanatnih nanocjevéica s bis(N-saliciliden-3-(trimetoksisilil)-n-propilaminato)bakrom(l1)
(struktura 2 i reakcijski slijed A na slici 3.2.), drugi na kovalentnom vezanju bis(salicil-
aldehido)bakra(ll) (1) na povrSinu titanatnih nanocjev¢ica silaniziranih s APTMS (reakcija B
na slici 3.2.), a tre¢i na reakciji salicilaldehida s poli(3-aminopropilsiloksanom) s povrSine
titanatnih nanocjev€ica silaniziranih s APTMS (3) te reakciji nastalih povrSinskih
N-saliciliden-n-propilaminskih skupina (4) s ionima Cu®* (reakcijski slijed C na slika 3.2.).
N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(IIl) na povrSinu titanatnih nanocjevc¢ica vezan
je na nacin analogan reakcijskom slijedu C sa slike 3.2.

Usporedbe radi, na povrSinu titanatnih nanocjevcica imobiliziran je i salenski kompleks
bakra(ll) (struktura 7 na slici 3.2.), strukturno sli¢an ranije opisanom N-saliciliden-n-
propilaminskom kompleksu bakra(II). Kompleks je na povrSinu titanatnih nanocjevc€ica
deponiran reakcijom salena s titanatnim nanocjev€icama u c¢iju su strukturu ionskom
izmjenom uvedeni ioni Cu?*.

Sintetske procedure koriStene prilikom modificiranja povrSine titanatnih nanocjevc€ica

gore spomenutim kompleksima opisane su u nastavku teksta.

Sinteza bis(salicilaldehido)bakra(ll) (1)

Kompleks bakrova(ll) kationa sa salicilaldehidom pripravljen je reakcijom 0,60 g (3,3 mmol)

bezvodnog bakrova(ll) acetata sa 0,76 cm® (7,0 mmol) salicilaldehida u 10 cm® apsolutnog

204

etanola.“™ Otopina je pri sobnoj temperaturi mijeSana tijekom 24 sata, nakon ¢ega je dobiveni

zeleni produkt profiltriran, ispran s diklormetanom te suSen na 60 °C tijekom no¢i.
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Vezanje bis(N-saliciliden-3-(trimetoksisilil)-n-propilaminato) bakra(ll) (2) na povr$inu

titanatnih nanocjevdica (slika 3.2., postupak A)

Masa od 420 mg (1,5 mmol) bis(salicilaldehido)bakra(ll) (1) otopljena je u 20 cm®
diklorometana i u tu je otopinu dodano 0,5 cm® (2,8 mmol) APTMS. Odmah po dodatku
APTMS doslo je do stvaranja tamnozelenog kompleksa, bis(N-saliciliden-3-(trimetoksisilil)-
n-propilaminato)bakra(Il). U dobivenu je otopinu dodano 100 mg titanatnih nanocjevcica i
suspenzija je mijeSana pri sobnoj temperaturi tijekom tri sata. Nakon tog vremena suspenzija
je profiltrirana, titanatne nanocjev€ice s vezanim kompleksom (5) isprane su s 50 cm®

diklorometana i susene na 60 °C tijekom tri sata. Dobivenom uzorku pridijeljena je oznaka

TiNT-Cu(Salp),-A.

Vezanje bis(salicilaldehido)bakra(ll) na titanatne nanocjevdéice povrSinski modificirane

slojem poli(3-aminopropilsiloksana) (slika 3.2., postupak B)

U 10 cm® diklorometana otopljeno je 28 mg bis(salicilaldehido)bakra(ll) (1) i u tu je otopinu
dodano 100 mg titanatnih nanocjevéica silaniziranih s APTMS uz vrijeme reakcije od
180 minuta. Dobivena suspenzija mijeSana je na magnetskoj mijeSalici tijekom tri sata, nakon
¢ega su titanatne nanocjevcice s vezanim kompleksom (5) vakuumski profiltrirane, isprane s
50 cm® diklorometana i suSene pri atmosferskom tlaku na 60 °C tijekom tri sata. Dobiveni

uzorak oznacen je kao TINT-Cu(Salp),-B.

Kompleksiranje bakra(Il) i zeljeza(IIl) s N-saliciliden-n-propilaminskim ligandom

vezanim na povrSinu titanatnih nanocjev¢ica (slika 3.2., postupak C)

U 10 cm® metanola dispergirano je 100 mg titanatnih nanocjev¢ica silaniziranih s APTMS uz
vrijeme reakcije od 180 min i u dobivenu suspenziju dodano je 0,50 cm?® salicilaldehida,
nakon Cega je smjesa pri sobnoj temperaturi na magnetskoj mijeSalici mijeSana tijekom
jednog sata. Titanatne nanocjevéice s povrSinski vezanim N-saliciliden-n-propilaminskim
ligandom (4) potom su vakuumski filtrirane, isprane s 50 cm® metanola i suspendirane u
20 cm® otopine bakrova(ll) sulfata u vodi (c(Cu?*) = 0,5 mol dm™3), odnosno 20 cm® otopine
zeljezova(Ill) klorida u metanolu (c(Fe**) = 0,5 mol dm™3). Dobivena suspenzija mijesana je
na magnetskoj mjeSalici tijekom dva sata, nakon Cega su titanatne nanocjevcCice s vezanim

kompleksom profiltrirane, isprane s vodom (u slu¢aju kompleksa bakra(Il)), odnosno
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metanolom (u slucaju kompleksa zeljeza(Ill)) te suSene na 60 °C preko noci. Dobivenim

uzorcima pridijeljene su oznake TiNT-Cu(Salp),-C i TiNT-Fe(Salp).-C.

Sinteza salena (6)

Salen (N,N'-etilenbis(salicilimin), struktura 6 na slici 3.3.) prireden je reakcijom
salicilaldehida s etilendiaminom.?> U 7 cm® metanola dodano je 0,5 cm® (4,6 mmol)
salicilaldehida i 0,15 cm® (2,2 mmol) etilendiamina, pri ¢emu je doslo do nastajanja Zutog
taloga salena. Reakcijska smjesa mijeSana je na magnetskoj mijesalici tijekom 30 min pri
sobnoj temperaturi, nakon &ega je salen vakuumski filtriran, ispran s 60 cm® apsolutnog
etanola i susen na 60 °C pri atmosferskom tlaku tijekom jednog sata. Izolirani produkt

koriSten je bez daljnjeg prociS¢avanja.

Sinteza salenskih kompleksa bakra(ll) (7) i Zeljeza(III) (8)

Salenski kompleksi bakra(Il) i zeljeza(Ill), [N,N'-bis(saliciliden)etilendiaminato] bakar(Il) (7)
i [N,N'-bis(saliciliden)etilendiaminato] Zeljezov(Ill) klorid (8)), sintetizirani su reakcijom

206-207 . :
U vrucu otopinu metalne

bakrova(Il) acetata, odnosno zeljezova(Ill) klorida sa salenom.
soli, priredenu otapanjem 100 mg (0,6 mmol) bakrova(ll) acetata, odnosno 135 mg
(0,8 mmol) Zeljezova(Ill) klorida u 10 cm® apsolutnog etanola, dodano je 5 cm® vruée otopine
salena, dobivene otapanjem 134 mg (0,5 mmol) salena u bezvodnom etanolu. MijeSanjem
otopina doSlo je do trenutnog talozenja tamnozelenog salenskog kompleksa bakra(Il),
odnosno crvenog salenskog kompleksa Zeljeza(IIl). Nakon Sto je reakcijska smjesa ohladena
na sobnu temperaturu, dobiveni produkt vakuumski je filtriran, ispran tri puta s po 5 cm®

bezvodnog etanola i suSen na 60 °C preko no¢i.

Modificiranje titanatnih nanocjevéica salenskim kompleksom bakra(Il)

U 20 cm® vodene otopine CuSO4 (c(Cu®*) = 0,50 mol dm™) dispergirano je 200 mg titanatnih
nanocjevcica i smjesa je na magnetskoj mijesalici mijeSana dva sata, tijekom ¢ega je doslo do
djelomiéne izmjene iona H* (H30") iz strukture titanatnih nanocjevéica s ionima Cu? iz
otopine te do adsorpcije iona Cu?* na povr§inu nanocjevéica. Nanocjev&ice su potom
vakuumski filtrirane, isprane s vodom 1 susene pri 80 °C preko no¢i. Dobivenim titanatnim

nanocjev¢icama modificiranim s ionima Cu?* pridijeljena je oznaka TiNT-Cu.
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Masa od 100 mg TiNT-Cu dispergirana je u 5 cm® diklorometana u kojem je bilo
otopljeno 100 mg salena. Dobivena suspenzija mijeSana je dva sata na magnetskoj mijesalici
pri sobnoj temperaturi, tijekom ¢ega je na povrsini nanocjevcica doslo do nastajanja zelenog
salenskog kompleksa bakra(Il). Tako modificirane nanocjevéice od reakcijske su smjese
odijeljene vakuumskom filtracijom, isprane s 50 cm® diklorometana i suSene na 60 °C tijekom

tri sata. Dobivenom produktu dodijeljena je oznaka TINT-Cu(Sal),.
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Slika 3.2. Metode kovalentnog vezanja N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa bakra(ll)
na povrsinu titanatnih nanocjevéica (TiNT). Za detalje sintetskih postupaka (A), (B) i (C) v.
tekst.

David Sovi¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 45

as) Hob & ?3 o *N‘b

Slika 3.3. Struktura salena i salenskih kompleksa bakra(Il) i zeljeza(lll).

3.3. Analiti¢ki postupci

3.3.1. Odredivanje udjela primarnih amino skupina u titanatnim nanocjevcicama

silaniziranim s (3-aminopropil)trimetoksisilanom

Udio primarnih amino skupina u uzorcima titanatnih nanocjevcica silaniziranih s APTMS
odreden je prilagodenom spektrofotometrijskom metodom?® koja se temelji na reakciji
ninhidrina (2,2-dihidroksiindan-1,3-dion) s NH,-skupinom, u kojoj kao produkt nastaje
intenzivno plavo obojena Schiffova baza s maksimum apsorpcije pri 565 nm.

Za analizu je u kivetu odvagano 25 mg silaniziranih titanatnih nanocjevéica na koje je
dodano 5,0 cm® fosfatnog pufera (c(P) = 0,1 mol dm™, pH = 6,50) i 1,0 cm® otopine
ninhidrina u etanolu (»(ninhidrin) = 50 mg cm™3). Dobivena suspenzija je u vodenoj kupelji
zagrijavana na 80 °C tijekom jednog sata uz povremeno mijeSanje. Nakon hladenja smjese na
sobnu temperaturu, suspenzija je centrifugirana i bistri supernatant je prebacen u odmjernu
tikvicu od 100 cm?®. Cvrsti ostatak u kiveti resuspendiran je u 10 cm® vode zagrijane na 80 °C
1 suspenzija je na toj temperaturi drzana 10 minuta, nakon ¢ega je centrifugirana i supernatant
je prikljucen supernatantu iz prethodnog centrifugiranja. Ispiranje sa zagrijanom vodom
ponovljeno je pet puta, pri ¢emu je supernatant nakon svakog ispiranja zdruZzen s
prethodnima. Nakon posljednjeg ispiranja, odmjerna tikvica sa zdruZenim supernatantima do
oznake je dopunjena deioniziranom vodom i dobivenoj je otopini izmjerena apsorbancija pri
565 nm prema vodi kao referenci. Sve analize provedene su u triplikatu.

Kao standard za izradu bazdarnog dijagrama koristen je APTMS. U 5 cm® fosfatnog
pufera (c(P) = 0,1 mol dm3, pH = 6,50) dodano je izmedu 100 i 800 pL otopine APTMS u
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etanolu ({APTMS) = 1,0 g dm™) i 1,0 cm® otopine ninhidrina u etanolu (»(ninhidrin) =
50 mg cm ). Smijesa je zagrijavana na 80 °C u vodenoj kupelji tijekom jednog sata, nakon

3

Cega je razrijedena vodom do 100 cm” i dobivenoj je otopini izmjerena apsorbancija pri

565 nm prema vodi kao referenci. Opisana metoda linearna je u podrucju 18—75 nug NHs.

3.3.2. Odredivanje specificne kataliticke aktivnosti titanatnih nanocjevcica s kovalentno

vezanom peroksidazom

Odredivanje specificne kataliticke aktivnosti? titanatnih nanocjevéica modificiranih s
peroksidazom temeljilo se na reakciji oksidacije ABTS s vodikovim peroksidom do ABTS

radikal-kationa, koju katalizira enzim peroksidaza:

H,0, + 2 ABTS + 2 H" ﬂ 2 ABTS*" + 2 H,0

U 10 cm® fosfatnog pufera (c(P) = 0,1 mol dm™>, pH = 6,0) koji je sadrzavao ABTS
(c(ABTS) = 1,0 mmol dm®) suspendirano je 10 mg titanatnih nanocjev&ica s kovalentno
vezanom peroksidazom i u suspenziju je dodano 25 uL vodene otopine H,O, (c(H,0,) =
0,1 mol dm®). Nastajanje ABTS radikal-kationa praceno je amperometrijski, biljeZenjem
jakosti struje redukcije radikala pri 0 V na elektrodi od staklastog ugljika u hidrodinamickim
uvjetima. Na dobivenom amperogramu odreden je nagib linearnog, pocetnog dijela |-t
krivulje (a1), i taj je nagib usporeden s nagibom linearnog dijela amperograma (ao) sSnimljenog
pri identi¢nim uvjetima u otopini u koju je dodana odredena koli¢ina peroksidaze (Mpygp)
poznate kataliticke aktivnosti (Syrp). Specifi¢na kataliticka aktivnost titanatnih nanocjevcica s

imobiliziranom peroksidazom (StinT-Hrp) izracunata je prema formuli:

a,/ (nAs™) . My / Mg Sy / (Umg ™)
a,/ (nAs™) 10 mg

STiNT—HRP /(U mgil) =

9 pod specificnom katalitickom aktivnos¢u titanatnih nanocjevcica s kovalentno vezanom peroksidazom ovdje
se podrazumijeva kataliticka aktivnost izrazena u internacionalnim jedinicama (U) po jedinici mase
modificiranih nanocjevéica (1 U odgovara koli¢ini aktivnog enzima koji u jednoj minuti izvr§i konverziju

1 pmol supstrata).
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3.3.3. Rascinjavanje titanatnih nanocjevcica

Da bi se u modificiranim titanatnim nanocjev¢icama odredio udio metala (titanija, bakra ili
zeljeza), nanocjevcice su prije analize ras€injene u koncentriranoj sumpornoj kiselini. U
visoku 1 usku c¢asu od 50 mL odvagano je 25 mg uzorka modificiranih titanatnih
nanocjevéica, na to je dodano 5,0 cm® koncentrirane sumporne kiseline i smjesa je zagrijana
do vrenja. Nakon §to su se nanocjevcice otopile, otopina je ohladena do priblizno sobne
temperature i u nju je dodano 0,5 cm® vodene otopine H,0, (W(H,0,) = 0,30). Otopina je
potom ponovo zagrijana do vrenja i nastavljena je zagrijavati do potpunog raspada vodikova
peroksida, indiciranog iS¢ezavanjem crvene boje peroksotitanatnog kompleksa. Ohladena

otopina razrijedena je vodom do volumena od 100 cm®.

3.3.4. Voltametrijsko odredivanje titanija i bakra u modificiranim titanatnim nanocjevéicama

Da bi se u uzorcima modificiranih titanatnih nanocjev¢ica odredili udjeli titanija i/ili bakra,
uzorci su najprije ras¢injeni u sumpornoj kiselini, a zatim su u dobivenim otopinama titanij i
bakar odredeni pravokutnovalnom voltametrijom (f = 75 Hz, AE = 25 mV) na stacionarnoj
zivinoj elektrodi u oksalatnom mediju. Kao osnovni elektrolit pri analizama je koriStena
vodena otopina natrijeva oksalata (c(C.04°) = 0,1 mol dm™) zakiseljena sumpornom
kiselinom (c(H2S0,) = 0,5 mol dm™®). U tom je mediju moguée simultano odrediti oba metala
(Eo(Ti*") = —0,332 V, E(Cu®*) = —0,068 V). Sve analize bile su izvrsene u triplikatu,
metodom standardnog dodatka.

3.3.5. Spektrofotometrijsko odredivanje Zeljeza u modificiranim titanatnim nanocjevéicama

Da bi se u uzorcima titanatnih nanocjevc¢ica modificiranih s N-saliciliden-n-propilaminskim
kompleksom zeljeza(Ill) odredio udio zeljeza, nanocjev€ice su najprije ras€injene u
sumpornoj kiselini, a zatim je u dobivenoj otopini Zeljezo odredeno spektrofotometrijski s
1,10-fenantrolinom. U 10 cm® otopine dobivene nakon ras¢injavanja nanocjevéica dodano je
redom 1,0 cm® vodene otopine hidroksilamina (w(NH,OH) = 0,1), 2,0 cm® vodene otopine
amonijaka (V(NHs, konc.) : V(H.0) = 1 : 1), 1,0 cm® vodene otopine natrijeva acetata
(w(NaAc) = 0,25) i 1,0 cm® otopine 1,10-fenantrolina (w(1,10-fenantrolin) = 0,005) u smjesi
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vode i etanola (@(C,HsOH) = 0,50). Dobivena otopina razrijedena je s vodom do 25 cm?® i
izmjerena joj je apsorbancija pri 510 nm prema vodi kao referenci. Sve analize izvrSene su u

triplikatu, metodom standardnog dodatka.

3.4. Priprema elektroda i biosenzora

3.4.1.Priprema elektroda od grafitne paste

Grafitna pasta priredena je mijeSanjem grafitnog praha i parafinskog ulja u omjeru masa
m(grafit) : m(parafinsko ulje) = 8 : 2. Radi ispitivanja elektrokemijskog ponaSanja
modificiranih titanatnih nanocjev€ica u 95 mg grafitne paste dodano je 5 mg modificiranih
titanatnih nanocjevcica i smjesa je dobro homogenizirana mijeSanjem spatulom na staklenoj
plocici. Grafitna pasta utisnuta je u staklenu cjev€icu unutarnjeg promjera 5 mm, u kojoj se
nalazio teflonski klip kroz ¢iju je sredinu bila provucena bakrena zica radi ostvarivanja
elektriénog kontakta s grafitnom pastom. Grafitna pasta u cjevcici sabijena je pomocu klipa
kako bi se iz nje istisnuo zrak. Prije uporabe elektrode povrSina grafitne paste zagladena je na
staklenoj plocici. Obnavljanje povrSine elektrode izvrSeno je istiskivanjem malog volumena

grafitne paste iz cjevcice, nakon ¢ega je povrsina paste ponovo zagladena.

3.4.2.Priprema elektroda od kompozita grafita i Nafiona

Masa od 10 mg modificiranih titanatnih nanocjev¢ica 1 90 mg grafitnog praha suspendirana je
u 400 uL otopine sulfoniranog fluoropolimera Nafiona (w(Nafion) = 0,5 %) u vodi i dobivena
suspenzija vorteksirana je 30 s. Volumen od 5 pL suspenzije jednoliko je razmazan po
povrsini disk-elektrode od spektroskopskog grafita (d = 5 mm) i elektroda je ostavljena stajati

na zraku do susenja sloja.

3.4.3. Priprema amperometrijskog biosenzora za odredivanje vodikova peroksida

Za izradu amperometrijskog biosenzora za odredivanje vodikova peroksida koristene su
silanizirane titanatne nanocjevcice na ¢iju je povrSinu peroksidaza bila imobilizirana pomocu

benzokinona, kako je opisano u pogl. 3.2.3. Titanatne nanocjevcice s kovalentno vezanom
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peroksidazom ugradene su u vodljivi kompozit grafita i Nafiona i deponirane na disk-
elektrodu od spektroskopskog grafita na nacin opisan u prethodnom poglavlju, s razlikom Sto
su nanocjevéice 1 grafitni prah umjesto u 400 pL otopine Nafiona u vodi suspendirane u
400 L otopine Nafiona (w(Nafion) = 0,5 %) u fosfatnom puferu (c(P) = 0,1 mol dm,
pH = 6,0). Biosenzori su do uporabe skladisteni u fosfathom puferu navedenog sastava pri

temperaturi od 4 °C.

3.4.4. Priprema amperometrijskog biosenzora za odredivanje glukoze

Biosenzori za odredivanje glukoze priredeni su imobilizacijom glukoza-oksidaze u vodljivi
kompozit grafita i silikatnog gela u koji su bile ugradene silanizirane titanatne nanocjevcice
na ¢iju je povrsinu peroksidaza bila imobilizirana pomoc¢u benzokinona (pogl. 3.2.3.).

Silikatni sol pripremljen je mijeSanjem 2,2 cm® tetraetoksisilana s 0,05 cm® razrijedene
klorovodi¢ne kiseline (c(HCI) = 0,1 mol dm™) i 0,7 cm® deionizirane vode. Dobivena
emulzija mijeSana je na magnetskoj mjesalici do potpunog razbistravanja (2,5 sati). Dobiveni
silikatni sol do uporabe je Cuvan u zatvorenoj posudici pri temperaturi od 4 °C. Pri navedenim
uvjetima silikatni sol bio je stabilan najmanje 48 sati.

Masa od 2,5 mg glukoza-oksidaze otopljena je u suspenziji dobivenoj mijesanjem 90 mg
grafitnog praha, 10 mg titanatnih nanocjev€ica s imobiliziranom peroksidazom 1 400 uL
fosfatnog pufera (c(P) = 0,1 mol dm=, pH = 6,0). Dobivena suspenzija homogenizirana je
vorteksiranjem tijekom 30 s, nakon ¢ega je u nju dodano 200 puL prethodno priredenog
silikatnog sola. Nakon kratkog mijeSanja na vorteks-mjesalici, volumen od 5 uL dobivene
suspenzije jednoliko je razmazan po povrSini disk-elektrode od spektroskopskog grafita
(d =5 mm) i elektroda je ostavljena stajati na zraku do geliranja sloja.

Nakon geliranja silikatnog sola elektrode su dobro isprane s fosfatnim puferom
(c(P) = 0,1 mol dm™3, pH = 6,0). Biosenzori su do uporabe skladisteni u fosfatnom puferu

navedenog sastava pri temperaturi od 4 °C.
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Istrazivanja provedena u okviru ovog rada sadrzajno se mogu podijeliti u tri cjeline, pa ¢e i
rezultati tih istrazivanja biti prikazani u tri odvojena dijela. Prvi dio (pogl. 4.1.) sadrzajno je
vezan uz detaljnu karakterizaciju sintetiziranih titanatnih nanocjevéica, s ciljem utvrdivanja
njihovih morfoloskih i strukturnih svojstava, dok drugi dio (pogl. 4.2.) opisuje povrsinsko
modificiranje titanatnih nanocjevc€ica (3-aminopropil)trimetoksisilanom (APTMS). U tre¢em
dijelu (pogl. 4.3.) opisana su istrazivanja vezana uz kovalentnu imobilizaciju enzima
peroksidaze na titanatne nanocjevCice modificirane s APTMS, odn. kovalentno vezanje
kataliticki aktivnih N-saliciliden-n-propilaminskih kompleksa na povrSinu titanatnih
nanocjevcica, istrazivanja elektrokatalitickih svojstava tako modificiranih nanocjevc€ica te
njihova primjena u amperometrijskim senzorima. S obzirom na opseg i raznovrsnost
eksperimentalnih rezultata opisanih u poglavljima koja slijede, na pocetku pojedinih poglavlja
(gdje se to smatralo korisnim zbog lakseg pracenja i snalazenja u tekstu) dodan je kratki uvod

koji objaSnjava svrhu provedenih istrazivanja.

4.1. Karakterizacija titanatnih nanocjevc¢ica
4.1.1. MorfoloSke znacajke

Kao S§to je opisano u Eksperimentalnom dijelu (pogl. 3.2.1.), titanatne nanocjevcice
sintetizirane su reakcijom praskastog TiO, (anatas) s koncentriranom vodenom otopinom
NaOH (w(NaOH) = 0,30) u uvjetima refluksa (Ty = 113 °C), nakon ¢ega su ionskom
izmjenom u razrijedenoj vodenoj otopini HCl nanocjevcice prevedene u tzv. protonirani
oblik?. Na TEM mikrografiji dobivenog produkta snimljenoj pri malom povecanju (slika
4.1.a) uocavaju se dva tipa morfoloski razli¢itih struktura: (i) mreZaste nakupine sacinjene od
velikog broja slucajno orijentiranih nanostruktura malog promjera i duljine do nekoliko
stotina nanometara te (ii) snopovi debljine od nekoliko desetaka do nekoliko stotina
nanometara 1 duljine do nekoliko mikrometara, formirani od veleg broja paralelno

orijentiranih tankih i duga ¢kih nanostruktura. Mikrografije snimljene pri ve¢em povecanju

9 U svim istrazivanjima provedenima u ovom radu koriStene su isklju€ivo titanatne nanocjevCice u tzv.
protoniranom obliku, tj. titanatne nanocjevéice u &ijoj su strukturi ioni Na* ionskom izmjenom zamijenjeni
ionima H", to se dalje u tekstu vise neée isticati. Uz pretpostavku trititanatne strukture nanocjevéica, opisana

ionska izmjena odgovara konverziji Na,TisO; u H,TisO; (v. pogl. 4.1.3.14.1.4)).
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(slike 4.1.b 1 4.1.c) pokazuju da su oba tipa struktura sacinjeni od nanocjevcica, pri ¢emu
kra¢e nanocjev€ice formiraju mrezaste nakupine, dok se dulje nanocjevCice orijentiraju
paralelno i slazu u dulje i deblje snopove (sl. 4.1.b). Dobivene nanocjev¢ice uniformnog su
vanjskog promjera izmedu 8 1 10 nm te unutarnjeg promjera izmedu 3 i 5 nm, otvorene su na
svojim krajevima te imaju viSeslojnu stijenku koja se sastoji od nekoliko paralelnih slojeva
medusobno udaljenih otprilike 0,8 nm (slika 4.1.d). Sferi¢ne Cestice polaznog TiO; nisu
uocene niti nakon pomne pretrage uzorka, Sto upucuje na zakljucak da je pri uvjetima sinteze
koriStenima u ovom radu postignuta potpuna konverzija titanijeva(IV) oksida u
jednodimenzijske nanostrukture.

Mikrografije praskastog uzorka titanatnih nanocjevCica dobivene pretraznom
elektronskom mikroskopijom (SEM), prikazane na slici 4.2., pokazuju da se uzorak sastoji od
aglomerata nastalih isprepletanjem mnoStva nanocjev€ica, odnosno njihovih snopova, u
poroznu, mrezastu trodimenzijsku strukturu. Osim spomenutih mrezastih aglomerata, na SEM
mikrografijama nisu uocene druge morfoloske strukture, u skladu s ranije iznesenim
zakljuckom o kvantitativnoj konverziji titanijeva(IV) oksida u titanatne nanocjevcice pri
koriStenim uvjetima sinteze.

Opisane morfoloske znacajke sintetiziranih titanatnih nanocjevéica dobro se slazu s
tipiénim morfologkim znacajkama titanatnih nanocjevéica opisanima u literaturi*®*® i
sumiranima u poglavlju 2.2.1. Relativno velik udio agregata nanocjevcica u uzorku (sl. 4.1.a 1
sl. 4.2.) moZe se objasniti velikom duljinom sintetiziranih nanocjev¢ica, preteZzno ve¢om od 1
um (slika 4.1.a). Poznato je, naime, da se dugacke titanatne nanocjevCice preferirano
orijentiraju paralelno jedna drugoj i slazu u deblje i duze snopove, koji potom formiraju vece

porozne aglomerate.*®

Relativno velika duljina titanatnih nanocjevcica sintetiziranih u ovom
radu najvjerojatnije je posljedica mijeSanja reakcijske smjese tijekom njihove sinteze, ¢ime je
ostvarena efikasna, konvektivna doprema otopljenog Ti(lV) potrebnog za rast

s o Xian 176
nanocjevcica.

4.1.2. Rendgenska difrakcija

Tipican rendgenski difraktogram titanatnih nanocjevcica sintetiziranih u ovom radu prikazan
je na slici 4.3. U podrucju kuteva 26 od 5° do 65° na difraktogramu se uocava pet difrakcij-

skih maksimuma (tablica 4.1.), ¢ije su pozicije karakteristi¢ne za titanatne nanocjevcice u pro-
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Slika 4.1. TEM mikrografije produkta dobivenog reakcijom praskastog TiO, S vodenom
otopinom NaOH (w(NaOH) = 0,30) u uvjetima refluksa.

Slika 4.2. SEM mikrografije titanatnih nanocjev¢ica dobivenih reakcijom praskastog TiO; S

vodenom otopinom NaOH (w(NaOH) = 0,30) u uvjetima refluksa.
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Slika 4.3. Rendgenski difraktogram titanatnih nanocjev¢ica. Sivom bojom prikazan je
korigirani difraktogram dobiven nakon oduzimanja strme bazne linije (isprekidana crta) u

podrucju kuteva 26 < 20°.

Tablica 4.1. Difrakcijski maksimumi titanatnih nanocjevcica

20/°® d/nm® hk1® d/nm®
9,8 0,903 200 0,790
24,3 0,366 110 0,365
28,6 0,312 211 0,308
32,0 0,280 112 0,277
48,3 0,188 020 0,188

@ eksperimentalno opaZeno, koristeé¢i Cu-K, zratenje (4 = 0,15418 nm )
®) za H,Ti;0;, prema ref. 190
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toniranom obliky!81°9:163-166

i Cije pojavljivanje upucuje na uredenu, kristalnu strukturu
dobivenih nanocjevcica. Relativno velika Sirina difrakcijskih maksimuma (u usporedbi s
tipicnom Sirinom difrakcijskih maksimuma mikrokristalinicnih uzoraka) ukazuje da je
prostorna uredenost atoma u kristalnoj reSetki titanatnih nanocjevCica relativno kratkog
dosega, Sto je i ocekivano s obzirom na zakrivljenost i nanometarsku debljinu stijenki
nanocjevCica. Izostanak pojedinih karakteristiénih refleksa i slaba definiranost difrakcijskih
maksimuma, kako je ve¢ spomenuto u literaturnom pregledu (pogl. 2.2.2.), onemogucuju
jednozna¢nu interpretaciju difraktograma prikazanog na slici 4.3. pa je asignacija
difrakcijskih maksimuma u tablici 4.1. izvrSena na temelju modela strukture titanatnih
nanocjevéica kojeg su predlozili Peng i suradnici'® i kojeg danas prihvac¢a veéina autora.

Uz navedenu asignaciju, kao dijagnosticki vazan difrakcijski maksimum treba istaknuti
maksimum koji se na difraktogramu javlja pri kutu 26 = 9,8° (d = 0,903 nm). Taj maksimum
odgovara refleksiji s kristalografskih ravnina (200) koje u titanatnim nanocjev¢icama
formiraju viSeslojnu stijenku nanocjevéice'™® pa je njegovo pojavljivanje jasna indikacija
slojevite titanatne strukture stijenki nanocjevéica. Zbog interkalacije molekula vode izmedu

. .. .. . 191,192
slojeva koji tvore stijenku nanocjevéica,'**

razmak izmedu ravnina (200) odreden
rendgenskom difrakcijom neSto je ve¢i od odgovarajueg razmaka kod trititanatne kiseline
(d200 = 0,790 nm,** tablica 4.1.) 1 razmaka izmedu ravnina (200) opazenog na
visokorezolucijskim TEM mikrografijama (slika 4.1.d), tijekom c¢ijeg snimanja nuZno dolazi
do dehidratacije nanocjevcica uslijed zagrijavanja uzorka pod elektronskim snopom i visokog
vakuuma u koloni elektronskog mikroskopa.

Na difraktogramu uzorka titanatnih nanocjevc¢ica ne uocavaju se difrakcijski maksimumi
koji bi se mogli pripisati anatasu (JCPDS 84-1286), $to jo§ jednom potvrduje zakljucak o
kvantitativnoj konverziji anatasa u titanatne nanocjevcice pri uvjetima sinteze koriStenima u

ovom radu.

4.1.3. Specificna povrsina, poroznost i raspodjela volumena pora

Specifiéna povrSina te volumen 1 raspodjela veli¢ina pora sintetiziranih titanatnih
nanocjevéica odredeni su mjerenjem adsorpcijskih 1 desorpcijskih izotermi duSika pri
standardnom vrelistu dusika (T,’(N2) = 77 K). Dobivena adsorpcijsko-desorpcijska izoterma

prikazana je na slici 4.4. U podrudju relativnih tlakova p/po < 0,7 adsorpcijska i desorpcijska
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grana izoterme se poklapaju i pokazuju gotovo konstantan te relativno mali nagib, dok u
podrucju vecih relativnih tlakova dolazi do porasta nagiba izoterme i pojave histereze.
Izoterma po svom obliku odgovara tipu IV klasifikacije koju preporucuje IUPAC?® i tipi¢na
je za uzorke s mezoporoznom strukturom, kod kojih je adsorpcijsko-desorpcijska histereza
uzrokovana kapilarnom kondenzacijom dusika u porama uzorka. Histereza na adsorpcijsko-
desorpcijskoj izotermi sa slike 4.4. kombinacija je histereze tipa H1, koja je karakterizirana
strmim i gotovo paralelnim adosrpcijskim i desorpcijskim granama te koja je karakteristicna
za materijale s uniformnim tubularnim mezoporama otvorenima na oba kraja, i histereze tipa
H3, koju karakterizira izostanak grani¢ne adsorpcije pri relativnim tlakovima p/po~ 1 i koja
je svojstvena materijalima koji nastaju aglomeracijom Cestica i sadrze pore nepravilna
oblika.?® Izostanak grani¢ne adsorpcije pri relativnim tlakovima p/po~ 1 ukazuje na relativno
Siroku raspodjelu veli¢ina pora u uzorku, pri ¢emu se najSire pore popunjavaju kapilarno
kondenziranim dusikom tek pri relativnom tlaku p/po= 1.

S obzirom na tip dobivene adsorpcijsko-desorpcijske izoterme, specificnu povrSinu
titanatnih nanocjevéica moguce je izraunati primjenom Brunauer-Emmett-Tellerove (BET)

izoterme:1°

1 = C-1 £+L (4.1)
\V/ [p()_lj VmC pO VmC
"o

gdje je Va specifi¢ni volumen adsorbiranog dusika, po tlak para dusika pri T, (N2), p parcijalni
tlak duSika u ravnotezi s adsorbensom pri Tve(Nz), Vm specifi¢ni volumen adsorbiranog dusika
potreban za stvaranje monosloja adsorbata, a C bezdimenzijska konstanta ¢ija vrijednost ovisi
o entalpiji adsorpcije duSika na promatranu povrSinu. Za obje grane izoterme sa slike 4.4.
ovisnost veli¢ine 1/[Va(po/p—1)] 0 p/po linearna je u podruéju relativnih tlakova od 0,05 do
0,35 (r* = 0,9998), pri demu su za nagib (a) i odsjedak (b) regresijskog pravca dobivene
vrijednosti:
a=(C-1)/(VyC)= (1,621 £0,007)-10%gem™ i
b=1/(VmC)=(1,4+0,1)10*gem™,
Odatle slijedi da specifi¢ni volumen dusika potreban za stvaranje monosloja molekula N» na
povrsini promatranog uzorka titanatnih nanocjevéica iznosi Vi, = 61,2 cm® gfl. Iz specifi¢nog
volumena dusSika potrebnog za formiranje monosloja adsorbiranih molekula N, specificna

povrsina (Sget) uzorka izraunata je prema relaciji:
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Vm ' NA'Sa(NZ)
Vim

SBET= (4.2)
gdje je Na Avogadrova konstanta, Sy(N2) efektivna povrSina adsorbirane molekule dusika,
Sa(N2) = 0,162 nm? a vy, molarni volumen idealnog plina pri istim uvjetima tlaka i
temperature pri kojima je izrazen Vp. Specifina povrSina ispitivanog uzorka titanatnih
nanocjevcica, izracunata primjenom relacije 4.2., iznosi Sget = 266,5 m? gfl.

S obzirom da pri relativnom tlaku p/po = 1 dolazi do potpunog popunjavanja pora
kondenziranim dusikom, ukupni volumen pora uzorka dan je sa:
Vp = V—a‘m\fm' ! (4.3)
gdje je Vamax specifiéni volumen apsorbiranog dusika pri p/po = 1, a v molarni volumen
tekuéeg dusika pri T,"(N2) (Vmi = 34,68 cm®mol ™). Ekstrapolacijom desorpcijske grane
izoterme sa slike 4.4. na vrijednost p/po = 1 za titanatne nanocjev¢ice odredena je vrijednost
Vamax = 584,3 cm® g%, §to za ukupni specifi¢ni volumen pora praskastog uzorka titanatnih
nanocjev€ica prema relaciji 4.3. daje V, = 0,90 cm®g™. Dobivena vrijednost ukazuje na

relativno veliku poroznost uzorka, tj. na postojanje velikog broja otvorenih pora.

£ —o— desorpcija
—e— adsorpcija

300 -

200

100

0 —
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

p/p,
Slika 4.4. 1zoterme adsorpcije i desorpcije dusika (T = 77 K) na titanatne nanocjevcice.
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Slika 4.5. Raspodjela specifi¢énog volumena pora titanatnih nanocjevéica u ovisnosti

0 promjeru (d) pora.

Raspodjela volumena pora mezoporoznog uzorka moZe se izracunati iz desorpcijske

grane izoterme primjenom metode koju su razvili Barrett, Joyner i Halenda.?'

Za proracun je
koriSten komercijalni racunalni program tvrtke Micromeritics isporu¢en uz porozimetar, a
dobiveni rezultati prikazani su na slici 4.5. Uocljivo je da je raspodjela bimodalna, s uskim
maksimumom pri promjeru od otprilike 3 nm i Sirokim maksimumom pri 25 nm, Kkoji se
proteze do promjera od otprilike 100 nm. Uzimaju¢i u obzir morfoloske karakteristike
sintetiziranih titanatnih nanocjevcica 1 njihovih agregata opisane u pogl. 4.1.1., pore promjera
manjeg od 5 nm mogu se pripisati unutarnjim porama (lumenu, nanotubularnim Supljinama)
titanatnih nanocjevcica te porama izmedu pojedinih nanocjevcica uredenih u snopove, dok se
veée pore mogu pripisati porama izmedu snopova titanatnih nanocjev€ica u mreZastim
aglomeratima vidljivim na SEM mikrografijama prikazanim na slici 4.2. Sli¢nu bimodalnu
raspodjelu veli€ina pora praSkastih uzoraka titanatnih nanocjevcica opazili su 1 drugi autori te
je interpretirali na jednak nagin. '

Integriranjem povrSina ispod maksimuma pri 3 nm na krivulji razdiobe volumena pora

. v . cpev e . .. . . 1 -
izraCunato je da specificni volumen pora s promjerom manjim od 5 nm iznosi 0,18 cm® g, 1z

¢ega proizlazi da 80 % poroznosti praskastog uzorka sintetiziranih titanatnih nanocjevcica
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otpada na pore u aglomeratima snopova nanocjevcica, a tek manji dio (<20 %) na pore koje
odgovaraju lumenu nanocjevcica. Karakteristicna svojstva titanatnih nanocjevc€ica vezana uz
specificnu povrSinu i poroznost prasSkastog uzorka nanocjevCica sumarno su prikazana u

tablici 4.2.

Tablica 4.2. Karakteristi¢ne znacajke vezane uz specifi¢nu povrSinu i poro-

znost praskastog uzorka titanatnih nanocjevcica sintetiziranih u ovom radu

specificna povrsina SgeT = 266,5 m? gf1
ukupni specifiéni volumen pora Vp =0,90 cmig™

specifi¢ni volumen pora s promjerom

(d<5nm) — 3 -1
manjim od 5 nm Vi 0,18 cm®g

udio volumena pora s promjerom
ve¢im od 5 nm u ukupnom volumenu V@sm /v = 0,80
pora uzorka

4.1.4. Infracrvena i Ramanova spektroskopija

Infracrveni (FTIR) spektar sintetiziranih titanatnih nanocjev€ica u srednjevalnom
infracrvenom podrucju prikazan je na slici 4.6. Spektar nije bogat detaljima 1 tipican je za

1819 U podrugju valnih brojeva manjih od 1000 cm ™ titanatne

titanatne nanocjevcice.
nanocjevcice pokazuju izrazitu apsorpciju zbog postojanja nekoliko intenzivnih, preklopljenih
vrpei uslijed vibracija Ti—O veza u strukturi H,TizO-. Intenzivna vrpca pri 1627 cm* moze se
pripisati vibracijama savijanja H-O—H veza, a vrlo $iroka vrpca pri otprilike 3150 cm ™, &ije
je granice teSko odrediti zbog izrazena Christiansenova efekta, istezanju O—H veza. Te dvije
vrpce posljedica su postojanja povrSinskih OH-skupina i fizicki vezane vode u titanatnim
nanocjev(:icama.l‘r’&159

U Ramanovom spektru titanatnih nanocjevcica sintetiziranih u ovom radu (slika 4.7.) u
podrugju valnih brojeva manjih od 1000 cm ™ opaZeno je Sest vibracijskih vrpci (tablica 4.3.)
koje su, za razliku od vrpci u analognom podrucju FTIR spektra titanatnih nanocjevcica,
znatno bolje definirane i ve¢inom dobro razlucene. Vrpee pri 835, 685, 455,272 1 194 cm™* te
rame pri 920 cm* odgovaraju vibracijama veza Ti-O i Ti-O-M (M = Na ili H) u trititanatnoj

212,213

strukturi i po obliku te relativnom intenzitetu karakteristi¢ne su za titanatne
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transmitancija

4000 3000 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
valni broj / cm”

Slika 4.6. FTIR spektar titanatnih nanocjev¢ica sintetiziranih u ovom radu.

§ 455 272
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Slika 4.7. Ramanov spektar titanatnih nanocjevcica sintetiziranih u ovom radu.
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Tablica 4.3. Pozicije i asignacije vibracijskih vrpci u Ramanovom

spektru titanatnih nanocjevcica (prema ref. 193,212-215)

-1 (a)

valni broj / cm asignacija

194 Ti—O---M" savijanje (M" = Na", H")

Ti—O-Ti savijanje

272,455, 685 (TiOg oktaedri povezani bridovima)
835 Ti-O istezanje (Ti-O-H)
920 (w, b) Ti—O istezanje (Ti-O---Na")

@ w = slaba vrpca, b = Siroka vrpca, sh = rame.

nanocjevcice kojima se pripisuje struktura H,Ti307.1%% Slabo izrazena Ramanova vrpca pri
920 cm* odgovara istezanju kratkih Ti-O veza u kojima je atom kisika koordiniran s ionom

Na* smjestenim izmedu titanatnih nanoravnina u slojevitoj strukturi trititanata®*>**®

pa njeno
pojavljivanje u Ramanovom spektru titanatnih nanocjev¢ica ukazuje da je u njihovoj strukturi
i nakon ionske izmjene Na* sa H* zaostala mala koli¢ina natrijevih kationa.'®® Slaba, ali ostra
vrpca koja je u Ramanovom spektru titanatnih nanocjevéica opaZena pri 143 cm ™ moze se
pripisati Eg vibracijskom modu anatasa.”*® Iako ta vrpca moZe potjecati od tragova anatasa
koji tijekom sinteze nije preveden u titanatne nanocjevc€ice, vjerojatnije je da je rijec¢ o
tragovima anatasa nastalog in situ tijekom snimanja Ramanovog spektra uslijed zagrijavanja i

. e . C v 1
dehidratacije titanatnih nanocjevcica u laserskom snopu. %

4.1.5. Termogravimetrijska analiza i diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Da bi se odredio udio fizicki vezane vode u titanatnim nanocjevcicama, a ujedno dobio i uvid
u njihovu termicku stabilnost, praSkasti uzorak titanatnih nanocjev€ica uravnotezen s
atmosferom pri  sobnoj temperaturi podvrgnut je diferencijalnoj termickoj i
termogravimetrijskoj analizi (DTA/TG) u podrucju temperatura od 25 do 600 °C (slika 4.8.).
Dobivena termogravimetrijska krivulja pokazuje monoton pad sve do temperature od otprilike
465 °C, nakon cega ne dolazi do daljnje promjene mase uzorka. Na DTA krivulji titanatnih

nanocjevcica opisanom smanjenju mase odgovara nekoliko endotermnih minimuma, od kojih
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se prva dva pojavljuju u podru¢ju temperatura od 25 do otprilike 250 °C i jace su izrazena,
dok su ostali endotermni minimumi slabijeg intenziteta (umetak na slici 4.8.) i pojavljuju se u
podrucju temperatura od otprilike 265 do 465 °C. Granice temperaturnih intervala u kojima se
odvijaju pojedini procesi te pripadajuce promjene mase prikazane su u tablici 4.4.

Da bi se opisani procesi interpretirali, potrebno je uzeti u obzir da titanatne nanocjevéice
sadrze molekule vode interkalirane izmedu slojeva koji formiraju njihove stijenke,***° te da
uzorak titanatnih nanocjevcica uravnotezen s atmosferom nuzno sadrzi 1 molekule vode
adsorbirane na povrSinu nanocjevéica. S obzirom na postojanje relativno uskih (d < 5 nm)
mezopora u uzorku titanatnih nanocjevcica (pogl. 4.1.4.), moze se pretpostaviti da titanatne
nanocjevcice uravnotezene s atmosferom sadrze i kapilarno kondenziranu vodu. Ravnotezni
tlak para (py) iznad tekuéine u cilindri¢noj pori polumjera r Cije stijenke tekuéina moci
potpuno moze se procijeniti iz Kelvinove jednadzbe:

2-y-V
pb r-R-T

m

In&——

u kojoj je po ravnotezni tlak pare slobodne tekucine pri temperaturi T, a y i Vi, SU napetost
povrsine 1 molarni volumen tekucine. Za cilindri¢nu poru promjera 5 nm koja je djelomi¢no
ispunjena vodom pri 25 °C (y= 0,072 N/m i Vi, = 1,805-10"> m*mol) Kelvinova jednadzba za
omjer py/po daje vrijednost 0,658. Za realnu poru, Cije stijenke voda ne moci potpuno pa je
zakrivljenost meniskusa tekuéine veca od polumjera pore, vrijednost p.,/po nesto je veca od
izraCunate, no moze se zakljuciti da je pri sobnoj temperaturi i uobicajenoj prosjecnoj
relativnoj vlaznosti zraka od 70 do 85 % barem dio najmanjih pora u praskastom uzorku
titanatnih nanocjevc€ica ispunjen kapilarno kondenziranom vodom. S obzirom da specifi¢ni
volumen pora s promjerom manjim od 5 nm u ispitivanom uzorku titanatnih nanocjevc€ica
iznosi 0,18 cm®g ™ (tablica 4.2.), maseni udio kapilarno kondenzirane vode u praskastom
uzorku titanatnih nanocjevcica uravnotezenih s atmosferom u uvjetima potpune kondenzacije
u pore mogao bi doseéi vrijednosti od 15-20 %, no iz prethodno spomenutih razloga taj je
udio vjerojatno manji.

Za isparavanje kapilarno kondenzirane 1 fizicki vezane vode potrebna je relativno mala
energija pa se tim procesima moze pripisati gubitak mase koji se tijekom zagrijavanja
titanatnih nanocjevc€ica opaza u podrucju temperatura od 25 do otprilike 120 °C. Iz podataka
prikazanih u tablici 4.4. proizlazi da titanatne nanocjevCice uravnotezene s atmosferom pri

sobnoj temperaturi sadrze 8,7 % kapilarno kondenzirane i fizi¢ki vezane vode. Daljnje
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smanjenje mase od 6,4 % u podru¢ju temperatura izmedu 120 i 465 °C dobro se slaze s
teorijskim smanjenjem mase tijekom pretvorbe H,TizO; u TiO, (Am/m = 7,0 %), §to upucuje
na zakljucak da u spomenutom podruc¢ju temperatura dolazi do dehidratacije Ti—OH skupina i
promjene strukture nanocjevCica iz titanatne u strukturu TiO,. S obzirom da se u
temperaturnom podrucju od 120 do 465 °C na DTA krivulji titanatnih nanocjevcica pojavljuju
barem tri minimuma, proces dehidratacije titanatnih nanocjevéica i njihove strukturne
pretvorbe u TiO; ocito je slozen i obuhvaéa nekoliko endotermnih stupnjeva s razliCitim
energijama aktivacije. Znacajno je za primijetiti da se endotermni minimumi koji odgovaraju
dehidrataciji titanatnih nanocjevc¢ica do TiO,, odnosno isparavanju kapilarno kondenzirane i
fizicki vezane vode preklapaju pa je ocito da strukturna pretvorba titanatnih nanocjevcica u
TiO; zapocinje prije no §to se iz nanocjevc¢ica ukloni sva kapilarno kondenzirana i fizicki

vezana voda.

100 >
g 36 2
s =
< 95- =
o .
o |
N
901 18
85-
- DTA}0
SO—M x 10

l(I)O 2(|)0 3(|)0 4(|)0 S(I)O 600
t/°C

Slika 4.8. Termogravimetrijska (TG) krivulja i krivulja diferencijalne termicke analize (DTA)

titanatnih nanocjevcica snimljena uz brzinu promjene temperature od 5 °C min . Sa 'x10'

oznacen je isjeCak DTA krivulje prikazan s ordinatom uvecanom 10 puta.
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Tablica 4.4. Temperaturni intervali u kojima se odvijaju pojedini
endotermni procesi tijekom zagrijavanja i dehidratacije titanatnih

nanocjevéica i pripadajuce relativne promjene mase (Am/mg) uzorka

temperaturni interval / °C Am/mq / %
25-120 -8,7
120-265 -5,2
265-335
-1,2
335-465

4.2. PovrSinsko modificiranje titanatnih nanocjevcica

(3-aminopropil)trimetoksisilanom

Silaniziranje — povrsinsko modificiranje materijala koje se temelji na reakciji reaktivnih
povrsinskih OH-skupina s organosilanima (X3Si-R, gdje je R alkilni lanac, a X odlazeca
skupina) — jedna je od najc¢esce koristenih metoda za povrsinsko funkcionaliziranje materijala
na bazi metalnih oksida i oksida polumetala.”*” S obzirom da je alkoksidna skupina dobra
odlazeca grupa, za silaniziranje se najceS¢e koriste metoksi- ili etoksisilani (X = OCHg ili
OCH,CHj3), gotovo redovito otopljeni u prikladnom aproti¢nom otapalu. Ve¢ u prisutnosti
tragova (1-2 ppm) vode u reakcijskoj smjesi silaniziranje oksidnih materijala alkoksisilanima
odvija se mehanizmom koji u po€etnom stupnju ukljucuje hidrolizu alkoksidnih skupina i
nastajanje silanola (reakcija 4.4.) te daljnju kondenzacijsku reakciju silanola s povrSinskim

OH-skupinama uz nastajanje veze Me-O-Si (reakcija 4.5.):%%%'

(R0)sSi-R + 3H,0 — (HO)sSi-R + 3 R'OH (4.4)
—OH O

~OH + (HO);Si-R — [-O—Si-R + 3H,0 (4.5.)
—OH 0
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Nastali silanol vrlo je reaktivan pa moze reagirati i sa OH-skupinama susjednih molekula

povrsinski vezanog silanola, pri ¢emu dolazi do njihove kondenzacije i povezivanja

siloksanskim (Si-O-Si) vezama (reakcija 4.6.):*"*'®

AN AN
—O—Si—R —O-Si-R
/ /
HO OH — 0 + H,0 (4.6.)
/ AN
—O—Si—R —O-Si-R
AN /

U prisutnosti vise od desetak ppm vode u reakcijskoj smjesi do hidrolize alkoksisilana i
kondenzacije nastalog silanola dolazi ve¢ u otopini, pri ¢emu nastaju linearni i razgranati
oligomerni, odn. polimerni kondenzacijski produkti koji se potom vezu na povrSinu oksidnog
materijala, stvarajuéi kondenziranije i razgranatije povrsinske siloksanske slojeve.?!" #1819

U ovom radu titanatne nanocjevCice povrsinski su funkcionalizirane (3-aminopropil)-
trimetoksisilanom (APTMS, R = CH,CH,CH;NH,) kako bi se na njihovu povrsinu uvele
NHz-skupine i time omogucilo njihovo daljnje modificiranje. S obzirom da u trenutku izrade
ovog rada nije postojala sistematska studija silaniziranja titanatnih nanocjevcica te s obzirom
da je pretpostavljeno da bi se titanatne nanocjevcice zbog znacajnog sadrzaja fizicki vezane
vode 1 termicke nestabilnosti (pogl. 4.1.5.) tijekom silaniziranja mogle ponaSati specificno u
odnosu na ostale oksidne materijale, reakcija titanatnih nanocjevcica s APTMS istrazena je
detaljnije, s naglaskom na utvrdivanje utjecaja reakcijskih uvjeta na morfoloska svojstva
dobivenih produkata te na strukturu nastalih slojeva povrsinski vezanog silana. Da bi se
utvrdilo kako na ishod silaniziranja titanatnih nanocjevcica utjeCe prisutnost fizi€ki vezane
vode u nanocjev€icama, provedeni su eksperimenti u kojima su silaniziranju podvrgnute
(1) nanocjevc€ice uravnotezene s atmosferom, tj. nanocjevcice koje su sadrzavale ravnoteznu
koli¢inu fizi¢ki vezane vode odredenu parcijalnim tlakom vodene pare u zraku (uzorak T-R
dobiven postupkom SI-1, v. pogl. 3.2.2.), te (ii) nanocjev¢ice iz kojih je fizi¢ki vezana voda
prethodno uklonjena azeotropnom destilacijom u toluenu (uzorak T-A dobiven postupkom
SI-2), uobicajenim postupkom za uklanjanje vlage iz uzoraka oksidnih materijala prije

silaniziranja.*

U oba slucaja kao aproti¢ni reakcijski medij u kojem je provedeno
silaniziranje koriSten je toluen, pri ¢emu je reakcija titanatnih nanocjev€ica s APTMS u
slucaju uzorka T-R bila provedena u uvjetima refluksa (T, = 110 °C), a kod uzorka T-A pri

sobnoj temperaturi. Silaniziranje titanatnih nanocjevc€ica provedeno je i pri vrlo blagim
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reakcijskim uvjetima, reakcijom nanocjevéica uravnotezenih s atmosferom s APTMS pri
sobnoj temperaturi u diklormetanu kao reakcijskom mediju (uzorak TiINT-NH, dobiven

postupkom SI-3).

4.2.1. Utjecaj reakcijskih uvjeta na morfoloska svojstva produkata dobivenih silaniziranjem

titanatnih nanocjevcica i kolicinu vezanog APTMS

TEM mikrografija uzorka T-R prikazana je na slici 4.9. Pri manjem povecéanju (slika 4.9.a) u
uzorku se uocava prisutnost izduzenih agregata koji morfoloski podsje¢aju na snopove
titanatnih nanocjevc¢ica uoc¢ene u nemodificiranim uzorcima (sl. 4.1.a) te prisutnost finijih
mrezastih nakupina koje se sastoje od individualnih nanocjev¢ica duljine izmedu 50 i 250 nm
(slika 4.9.b). Pri ve¢em povecanju (slika 4.9.c) uocava se da se izduzeni agregati sastoje od
paralelnih nakupina medusobno vise ili manje sljubljenih izduZenih tvorevina koje po cijelom
presjeku pokazuju jednoliki kontrast. lako po aspektnom omjeru opisane nanostrukture ocito
potjecu od titanatnih nanocjevcica, njihov homogen kontrast navodi na zakljuc¢ak da je rije¢ o
nanovlaknima ili nanovrpcama pa proizlazi da tijekom silaniziranja u toluenu pri uvjetima
refluksa dolazi do morfoloSke transformacije dijela titanatnih nanocjev€ica. Osim opisanih
struktura, u uzorku T-R opazena je prisutnost jo$ jedne faze, koja se pojavljuje u obliku
nakupina sferi¢nih Cestica izrazito homogenog kontrasta i promjera izmedu 0,5 i 1 pm (slika
4.9.d). Difrakcijska slika tih sferi¢nih Cestica (umetak na slici 4.9.d), dobivena elektronskom
difrakcijom na odabranom podrucju (SAED), pokazuje samo jedan difrakcijski prsten, ¢ija
difuznost i slab intenzitet upucuju na amorfnu strukturu promatranih cestica. Ta se faza moze
pripisati poli(3-aminopropilsiloksanu), amorfnom kondenzacijskom produktu APTMS, §to
upucuje na zakljucak da tijekom silaniziranja titanatnih nanocjevcica koje sadrze ravnoteznu
koli¢inu fizi¢ki vezane vode dolazi 1 do hidrolize, odn. kondenzacije APTMS u otopini, ako
se silaniziranje provodi u toluenu u uvjetima refluksa. To je i oCekivano, buduci da titanatne
nanocjevcice uravnoteZzene s atmosferom sadrze otprilike 8,5 % fizicki vezane vode (pogl.
4.1.5.). S obzirom na sastav reakcijske smjese za silaniziranje (pogl. 3.2.2.), proizlazi da se s
titanatnim nanocjevCicama u reakcijsku smjesu unosi otprilike 21 mg vode na 235 mg
APTMS, §to odgovara mnozinskom omjeru vode i APTMS, n(H.0)/n(APTMS) =~ 0,90, te
udjelu vode u otapalu od otprilike 0,085 %. U skladu s recenim u uvodu ovog poglavlja, za

ocekivati je da pri takvim uvjetima APTMS hidrolizira i kondenzira ve¢ u otopini.
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Slika 4.9. TEM mikrografije uzorka dobivenog reakcijom titanatnih nanocjev¢ica s APTMS u
toluenu pri uvjetima refluksa (uzorak T-R). Umetak na slici d) prikazuje elektronsku

difrakciju odabranog podruc¢ja (SAED) struktura prikazanih na slici.
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300_nm

Slika 4.10. TEM mikrografije uzorka dobivenog reakcijom titanatnih nanocjevcica s APTMS
u toluenu pri sobnoj temperaturi, nakon provedene azeotropne destilacije (uzorak T-A).
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{ hi
50 nm

Slika 4.11. TEM mikrografija uzorka titanatnih nanocjevéica izuzetog neposredno

nakon azeotropne destilacije u toluenu.

Slika 4.12. TEM mikrografije produkta dobivenog reakcijom titanatnih nanocjevcica s
APTMS u diklormetanu pri sobnoj temperaturi.
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Da bi se sprijecila nezeljena hidroliza i kondenzacija APTMS u otopini, te na taj nacin
sprijecilo onecCiS¢enje silaniziranih titanatnih nanocjevéica poli(3-aminopropilsiloksanom),
reakciju silaniziranja pokusalo se provesti nakon Sto je iz uzorka titanatnih nanocjevcica
azeotropnom destilacijom uklonjena fizicki vezana voda te pri blazim reakcijskim uvjetima,
tj. pri sobnoj temperaturi (postupak SlI-2). Morfologija dobivenog produkta (uzorak T-A)
prikazana je na slici 4.10. U uzorku je uocena pojava gustih mrezastih nakupina koje se
sastoje od nanocijev¢ica duljine 50-300 nm (slika 4.10.a) i izduzenih agregata kod kojih je
ocito doslo do gubitka tubularne morfologije (slika 4.10.b), ¢emu u prilog govori i Cinjenica
da spomenuti agregati mjestimice pokazuju izrazite deformacije (slika 4.10.b), nespojive s
tubularnom strukturom. Pojedini agregati pokazuju nejednoliku Sirinu, pri ¢emu povecéanje
Sirine prati smanjenje kontrasta (slika 4.10.c). S obzirom na relativno nisku rezoluciju
snimljenih mikrografija, opazene morfoloske promjene nije moguce jednoznacno interpreti-
rati, no ¢ini se da njihov uzrok lezi u djelomi¢nom ili potpunom razmotavanju slojeva
nanoravnina od kojih se sastoje stijenke nanocjevéica. Za razliku od uzorka T-R, u uzorku
T-A mikroskopijskom pretragom nije uocena pojava amorfnih kondenzacijskih produkata
APTMS.

Da bi se ustanovilo je li djelomi¢ni gubitak tubularne morfologije titanatnih nanocjevcica
kod uzoraka T-R i T-A posljedica reakcije nanocjevCica s APTMS ili je uzrokovan
zagrijavanjem nanocjevcica u toluenu, titanatne nanocjev€ice uravnoteZzene s atmosferom
podvrgnute su azeotropnoj destilaciji u toluenu pri identi¢nim uvjetima kao kod postupka
SI-2. Transmisijskom elektronskom mikroskopijom produkta izoliranog nakon azeotropne
destilacije (slika 4.11.) utvrdeno je da su njegove morfoloSke znacajke vrlo slicne
morfoloskim znacajkama uzorka T-A (slika 4.10.), uz znacajan udio izduzenih, zakrivljenih
agregata homogenog kontrasta i bez naznaka nanotubularne morfologije. OCito je, stoga, da je
do djelomi¢nog gubitka tubularne morfologije nanocjevcica kod uzorka T-A doslo prije no §to
su nanocjevcice podvrgnute reakciji s APTMS.

Rezultati opisani u prethodna tri odjeljka jasno pokazuju da je pri uobicajeno koriStenim
uvjetima silaniziranja s APTMS teSko istovremeno posti¢i faznu cistoéu 1 ocuvati
nanotubularnu morfologiju produkta dobivenog reakcijom titanatnih nanocjevcica s APTMS.
Ako se reakciji s APTMS podvrgnu titanatne nanocjevCice uravnoteZene s atmosferom, u
reakcijsku smjesu unosi se znacajna koli¢ina vode, $to u uvjetima refluksa u toluenu rezultira

hidrolizom APTMS u masi otopine i njegovom kondenzacijom u zasebnu ¢vrstu fazu pa se
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silaniziranjem dobiva fazno heterogeni produkt. Nastajanje siloksanskih kondenzacijskih
produkata moguce je sprijeciti uklanjanjem vlage iz titanatnih nanocjevcica azeotropnom
destilacijom u toluenu, no pritom dolazi do djelomi¢nog gubitka tubularne morfologije
uzorka. S obzirom da su titanatne nanocjevcice u protoniranom obliku termicki nestabilne 1 da
ve¢ pri temperaturama od 100 do 150 °C dolazi do njihove strukturne i morfoloske

promjene,'#*#%

moze se pretpostaviti da su opisane morfoloske promjene uocene kod uzorka
T-A termicki uvjetovane, tj. da su rezultat zagrijavanja nanocjevcica u toluenu pri temperaturi
vrenja (Ty(toluen) = 110 °C) te da su vjerojatno potpomognute dehidratacijom nanocjevcica
tijekom azeotropne destilacije. Sli¢ne morfoloske promjene uogili su Du i suradnici®® pri
pokusaju modificiranja titanatnih nanocjevcica n-oktadeciltriklorsilanom u toluenu u uvjetima
refluksa.

U nastavku istrazivanja reakciju titanatnih nanocjevcica s APTMS pokusSalo se provesti
pri blazim reakcijskim uvjetima, pri sobnoj temperaturi u diklormetanu (postupak SI-3,
uzorak TINT-NH;). Provodenjem reakcije pri sobnoj temperaturi pokuSalo se ocuvati
tubularnu  morfologiju titanatnih nanocjevéica te istovremeno sprijeciti hidrolizu 1
kondenzaciju APTMS u otopini, dok je odabir diklormetana kao reakcijskog medija bio
motiviran prvenstveno njegovim niskim vrelistem (T,(CH,Cl,) = 38 °C), ¢ime je omoguceno
efikasno suSenje silaniziranih uzoraka pri relativno niskoj temperaturi (60 °C) kako bi se
izbjegla eventualna dehidratacija silaniziranih nanocjevc¢ica. Morfologija produkta dobivenog
reakcijom titanatnih nanocjev¢ica s APTMS pri sobnoj temperaturi u diklormetanu (uzorak
TiINT-NH,) prikazana je na slici 4.12. Mikrografija prikazana na slici 4.12.a pokazuje da su
morfoloSke karakteristike titanatnih nanocjevc€ica ostale ocuvane i nakon reakcije s APTMS.
Ocuvanje nanotubularne morfologije naroc¢ito je dobro vidljivo na visokorezolucijskoj
mikrografiji prikazanoj na slici 4.12.b, na kojoj se takoder moze uociti da tijekom
silaniziranja dolazi do zatvaranja krajeva kod barem dijela nanocjev¢ica. Osim struktura koje
morfoloSki nedvojbeno pripadaju titanatnim nanocjev€icama, mikroskopijskom pretragom u
uzorku nisu primije¢ene nikakve druge strukture koje bi ukazivale na nastajanje
kondenzacijskih produkata APTMS kao zasebne faze.

Ocuvanje strukture titanatnih nanocjevCica kod uzorka TiNT-NH; potvrdeno je i
rendgenskom difrakcijom (slika 4.13.). Dobiveni difraktogram gotovo je identi¢an
difraktogramu nemodificiranih titanatnih nanocjevcica (slika 4.3.) pa se moze zakljuciti da

tijekom reakcije titanatnih nanocjev€ica s APTMS pri sobnoj temperaturi u diklormetanu
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pored morfologije ostaje ocuvana i kristalna struktura nanocjevc€ica. Znacajno je primijetiti da
polozaj difrakcijskog maksimuma koji odgovara refleksiji s kristalnih ravnina (200) ostaje
gotovo nepromijenjen (26 = 9,9°) i nakon reakcije titanatnih nanocjevéica s APTMS. To
ukazuje da tijekom reakcije s APTMS ne dolazi do interkaliranja APTMS izmedu slojeva koji
saCinjavaju stijenku nanocjevcica, Sto bi dovelo do povecanja njihova razmaka, niti do izlaska
molekula vode interkaliranih izmedu tih slojeva, zbog Cega bi se razmak izmedu slojeva

smanjio.'*!

intenzitet

20/ °
Slika 4.13. Rendgenski difraktogram titanatnih nanocjevéica modificiranih s APTMS u
diklormetanu (uzorak TiNT-NH,) uz vrijeme reakcije s APTMS od 180 minuta. Sivom bojom
prikazan je korigirani difraktogram dobiven nakon oduzimanja strme bazne linije (isprekidana

crta) u podrucju kuteva 26 < 20°.

Da bi se u uzorcima opisanim u ovom poglavlju kvantitativno odredila koli¢ina vezanog
APTMS, uzorci su podvrgnuti reakciji s ninhidrinom, nakon cega je spektrofotometrijski
odredena koli¢ina primarnih amino skupina u uzorku (pogl. 3.3.1.). Rezultati analiza
prikazani su u tablici 4.5. Ako se izuzme uzorak T-R, za kojeg je mikroskopijom ustanovljeno
da sadrzi kondenzacijske produkte APTMS kao zasebnu fazu te je stoga u uzorku i o¢ekivan

povecan udio amino skupina, preostala dva uzorka pokazuju sli¢an sadrzaj primarnih amino
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skupina: 0,77 mmol g u slugaju titanatnih nanocjevéica silaniziranih nakon 3to je iz njih
azeotropnom destilacijom uklonjena fizicki vezana voda (uzorak T-A), te neSto vise
(0,83 mmol g?) u sludaju titanatnih nanocjev&ica silaniziranih u diklormetanu, bez
prethodnog uklanjanja fizicki vezane vode (uzorak TiNT-NH;). S obzirom da u uzorcima T-A
I TINT-NH; mikroskopijskom pretragom nije uoCena pojava kondenzacijskih produkata
APTMS kao zasebne faze, analiti¢ki podaci o sadrzaju primarnih amino skupina dobiveni za
ta dva uzorka dopustaju zakljucak da je kod oba uzorka doslo do vezanja APTMS na povrSinu

titanatnih nanostruktura.

Tablica 4.5. Sadrzaj amino skupina u uzorcima

silaniziranih titanatnih nanocjev¢ica (N = 3)

Uzorak n(NH,)/m / mmol g™
T-R 2,02 +0,04
T-A 0,77 £0,05
TiNT-NH, 0,83+ 0,01

Slika 4.14. Simboli¢an prikaz strukture uredenog (slika lijevo) i neuredenog (slika desno)

siloksanskog sloja dobivenog vezanjem APTMS na titanatne nanocjevcice.
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4.2.2. Strukturna karakterizacija slojeva povrsinski vezanog APTMS

Istrazivanja opisana u prethodnom poglavlju pokazala su da se povrSinsko modificiranje
titanatnih nanocjevcica s APTMS moze provesti bez gubitka nanotubularne morfologije samo
ako se silaniziranje provodi pri blagim reakcijskim uvjetima i bez prethodne dehidratacije
nanocjevcica. S obzirom da se u reakcijsku smjesu u tom sluc¢aju unosi znacajna koli¢ina
vode, postavilo se pitanje u kojoj mjeri to utjeCe na strukturu sloja dobivenog vezanjem
APTMS na povrSinu titanatnih nanocjev¢ica. Naime, kako je ve¢ spomenuto u uvodnom
dijelu poglavlja 4.2., ovisno o sadrzaju vode u reakcijskoj smjesi za silaniziranje, na povr§inu
oksidnog materijala mogu se vezati monomerne jedinice hidroliziranog organosilana koje se
potom mjestimi¢no povezuju povrSinskom kondenzacijom, ili se na povrSinu vezu siloksanski
oligomeri i polimeri nastali prethodnom hidrolizom i kondenzacijom organosilana u otopini.
U skladu s tim, pretpostavljeno je da struktura povrSinskog sloja dobivenog vezanjem
APTMS na titanatne nanocjevcice moze varirati od relativno uredene, kako to predocava slika
4.14.a, do neuredene, karakterizirane prisustvom razgranatih oligomera i polimera APTMS
(slika 4.14.b). Takoder, koli¢ina vode prisutna u reakcijskoj smjesi moze utjecati i na stupanj
protoniranja amino skupina vezanog APTMS, S§to je takoder predoeno na slici 4.14.
S obzirom da je vezanje APTMS na povrsinu titanatnih nanocjev¢ica kod uzoraka T-A |
TiINT-NH; provedeno pri reakcijskim uvjetima koji su se znacajno razlikovali s obzirom na
sadrzaj vode u reakcijskoj smjesi, nastali povrSinski slojevi vezanog APTMS kod ta su dva
uzorka Kkarakterizirani infracrvenom i Ramanovom spektroskopijom kako bi se
komparativnom analizom snimljenih spektara ustanovilo u kojoj se mjeri razlikuju njihove
strukture.

FTIR spektri uzoraka TiNT-NH; i T-A prikazani su na slici 4.15., a asignacija opazenih
vibracijskih vrpci dana je u tablici 4.6. Kao i kod nemodificiranih titanatnih nanocjevcica
(pogl. 4.1.4.), na oba se spektra uocava intenzivna vibracijska vrpca uslijed savijanja H-O—H
veza pri 1627 cm’ te Siroka vrpca uslijed istezanja O—-H veza u podrucju od 3600 do
2500 cm . Na spektrima se uocava i veéi broj slabih vrpei u podru&ju valnih brojeva od 1450
do 1300 cm™, koje se mogu pripisati deformacijskim vibracijama CH.-skupina u

S,%2 te vrpca srednjeg intenziteta pri 1224 cm ™ uslijed

aminopropilnom segmentu APTM
simetri¢nog savijanja izvan ravnine CHz-skupine vezane na atom Si.?”* Na spektrima oba
uzorka pojavljuje se i vibracijska vrpca pri 1510 cm ™, koja odgovara simetri¢nom savijanju

NH;*-skupina®* i koja ukazuje da su amino skupine vezanog APTMS kod oba uzorka

David Sovi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 75

djelomic¢no ili u potpunosti protonirane. Eventualne vibracijske vrpce neprotonirane NH,-
skupine (pri otprilike 3350-3450 i 1630 cm )?® na FTIR spektrima uzoraka nije moguée
opaziti zbog preklapanja s jakim vrpcama uslijed vibracija veza O-H i H-O-H.

Znacajnije razlike u FTIR spektrima uzoraka T-A i TiNT-NH; uocavaju se u podru¢ju
valnih brojeva od 1200 do 1000 cm™. U navedenom podru&ju na FTIR spektru uzorka T-A
pojavljuje se vrpca srednjeg intenziteta pri 1155 cm ™ i slaba vrpca pri 1128 cm ™. Na spektru
uzorka TiNT-NH, vrpca pri 1155 cm ™ nije uo¢ljiva, vrpea pri 1128 cm * vrlo je intenzivna, a
dodatno se uodava i slaba vrpca pri 1030 cm . Sve tri vrpce odgovaraju vibracijama
siloksanskih (Si-O-Si) veza, pri Gemu je vrpca pri 1155 cm * karakteristiéna za vibracije
asimetri¢nog istezanja veza Si—O-Si u linearnim oligomerima APTMS koji su slabo
umrezeni,?® vrpca pri 1128 cm* karakteristi¢na je za vibracije istezanja Si—O-Si veza u
duzim linearnim i razgranatim polisiloksanskim strukturama,?’ a vrpca pri 1030 cm™ za
vibracije istezanja Si—O-Si veza u ciklickim APTMS tetramerima koji nastaju kondenzacijom
APTMS u otopini.?®

transmitancija

1030

4000 3000 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 6010
valni broj /cm’

Slika 4.15. FTIR spektri uzoraka dobivenih reakcijom titanatnih nanocjev¢ica s APTMS u
a) toluenu pri sobnoj temperaturi, nakon azeotropne destilacije (uzorak T-A) i b) diklormetanu
pri sobnoj temperaturi (uzorak TiNT-NH,). Spektri su pomaknuti duz y-osi radi bolje

preglednosti.
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Tabica 4.6. Asignacije karakteristi¢nih vibracijskih vrpci u FTIR spektrima uzoraka

dobivenih silaniziranjem titanatnih nanocjevcica s APTMS (prema ref. 222-227)

valni broj /cm™® Asignacija

900-920 Ti—O-Si istezanje

1030 Si—O-Si istezanje (ciklicki tetramer)

1128 Si—O-Si istezanje (duZe linearne i razgranate polisiloksanske
strukture)

1155 Si—O-Si asimetri¢no istezanje (slabo umrezene linearne
siloksanske strukture)

1994 CHj, simetri¢no savijanje izvan ravnine (CH,-skupine vezane
na Si)

1510 NH;" simetriéno savijanje

1627 (s) H-O-H savijanje

3200 (vb) O-H istezanje

@yb = vrlo Siroka vrpca, s = jako izraZena vrpca, sh = rame.

U podruéju valnih brojeva manjih od 1000 cm ' u FTIR spektrima silaniziranih uzoraka
uolava se slabije definirana, Siroka vrpca pri otprilike 920-900 cm™. S obzirom da se u
infracrvenim spektrima silaniziranih metalnih oksida u podrucju valnih brojeva izmedu 900 i

1000 cm ™ obi¢no pojavljuju vibracijske vrpce uslijed istezanja veza Me—O-Si ?*®

ta je vrpca
pripisana vibracijama istezanja Ti—O-Si veza nastalih kondenzacijom Si—OH skupina
hidroliziranog APTMS 1 povrsinskih Ti-OH skupina titanatnih nanocjev¢ica. Pozicija te
vrpce sli¢na je poziciji vrpce uslijed vibracija istezanja Ti—O-Si veza kod APTMS vezanog na
metalni titanij (925-950 cm™),%* odnosno na rutil (920 cm™*).%

Zna&ajno je za primjetiti da se u podru¢ju valnih brojeva od 1200 do 1000 cm ' u FTIR
spektrima uzoraka T-A i TINT-NH; ne uocavaju vrpce koje bi se mogle pripisati vibracijama
Si—OCHjs skupina, a koje se u spektru &istog APTMS pojavljuju pri 1195 i 1092 cm ™ i vrlo su
intenzivne. Izostanak tih vrpci ukazuje da je povrSinski vezan APTMS kod oba uzorka u
potpunosti hidrolizirao, bez obzira na to je li reakcija titanatnih nanocjev€ica s APTMS
provedena u bezvodnim uvjetima, ili su titanatne nanocjevcice silaniziranju bile podvrgnute
bez prethodne dehidratacije. Medutim, s obzirom na ranije opisane razlike u intenzitetima
vrpci pri 1155 cm™ i 1128 cm™ u FTIR spektrima uzoraka T-A i TiNT-NH,, mozZe se

zakljuciti da se strukture povrSinskih siloksanskih slojeva tih uzoraka ipak razlikuju. U sloju

povrsinski vezanog APTMS kod uzorka T-A dominiraju slabije umrezene linearne
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siloksanske strukture (vibracijska vrpca pri 1155 cm™), dok je sloj povriinski vezanog
APTMS nastao silaniziranjem titanatnih nanocjevcica bez njihove prethodne dehidratacije
(uzorak TINT-NH,) znacajno polimeriziraniji te u njemu dominiraju duze linearne i
razgranate polisiloksanske strukture (vrpca pri 1128 cm ™). U sloju povrsinski vezanog silana
kod uzorka TiNT-NH, zastupljeni su i ciklicki APTMS tetrameri (vrpca pri 1030 cm ™), za
¢ije postojanje kod uzorka T-A nema spektralnih naznaka. Takva struktura slojeva povrSinski
vezanog APTMS kod uzoraka T-A i TINT-NH; u skladu je s o¢ekivanjima koja proizlaze iz
udjela vode u reakcijskoj smjesi tijekom njihova silaniziranja, kako je opisano na pocetku
ovog poglavlja.

Prisutnost vode tijekom silaniziranja utjeCe 1 na stupanj protoniranja amino skupina
povrsinski vezanog APTMS. Kako bi se udjeli protoniranih amino skupina u uzorcima T-A i
TiNT-NH; mogli kvantitativno usporediti, za oba uzorka izracunat je omjer intenziteta vrpce
pri 1510 cmt i intenziteta vrpce pri 1224 cmfl, l1510/l1224. S obzirom da se moze pretpostaviti
da je intenzitet vrpce pri 1224 cm™ (pripisane deformacijskim vibracijama CH,-skupine
vezane na atom silicija) proporcionalan koli¢ini vezanog APTMS, dobiveni omjer l1510/11224
zapravo proporcionalan je omjeru broja molekula vezanog APTMS u kojima su amino
skupine protonirane i ukupnog broja molekula APTMS vezanih na povrSinu titanatnih
nanostruktura u pojedinom uzorku. Za uzorak T-A izraCunato je da vrijednost omjera
l1510/ 11204 1zN0Osi 0,37, a za uzorak TINT-NH, 0,68 pa se moze zakljuciti da je u uzorku TiNT-
NH,, dobivenom reakcijom titanatnih nanocjevéica s APTMS bez prethodne dehidratacije
nanocjevcica, udio protoniranih amino skupina znacajno ve¢i no u uzorku T-A, dobivenom u
bezvodnim uvjetima.

Zakljucke iznesene u ovom 1 prethodnom poglavlju dodatno potvrduju i rezultati dobiveni
Ramanovom spektroskopijom. U Ramanovom spektru uzorka TiNT-NH,, prikazanom na slici
4.16., uotavaju se tri karakteristi¢na podrugja: podrugje valnih brojeva od 3000 do 2800 cm ™,
u kojem se pojavljuju vibracijske vrpce uslijed istezanja C—H veza u metilenskim skupinama
aminopropilnog segmenta, podrugje od 1700 do 1200 cm™, u kojem se pojavljuju vrpce
povezane s deformacijama skupina CH, NH, i NHs", te podrugje od 1000 do 100 cm™,
karakteristi¢no za vibracije titanatne reSetke (tablica 4.7.). Pozicije vibracijskih vrpci koje se u
Ramanovom spektru uzorka TiNT-NH, pojavljuju u podru¢ju valnih brojeva od 1000 do

100 cm* vrlo se dobro slazu s pozicijama vrpei u Ramanovom spektru nemodificiranih titana-
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272

intenzitet

3000 2500 2000 1500 1000 500 O

valni broj / cm™
Slika 4.16. Ramanov spektar (a) nemodificiranih titanatnih nanocjev¢ica i (b) titanatnih
nanocjevcica modificiranih s APTMS (uzorak TiNT-NH,). Kao umetak prikazan je isjecak iz

spektra u podrucju valnih brojeva od 1750 do 1150 cm * uveéan po y-0si.

Tablica 4.7. Asignacije karakteristi¢nih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru titanatnih

nanocjevcica silaniziranih s APTMS pri sobnoj temperaturi (prema ref. 193,212-215,225)

valni broj /cm™® Asignacija

192 Ti—O---M" savijanje (M"= Na", H")

272, 450, 663 Ti—O-Ti savijanje (TiOg oktaedri povezani bridovima)
823 Ti-0 istezanje (Ti—O-H)

930 (sh) Ti-O istezanje (Ti—O---Na")

1311 CH, asimetri¢no savijanje izvan ravnine

1412, 1454 CH, simetri¢no savijanje u ravnini

1606 NH, simetri¢no savijanje u ravnini

1635 (sh) NH;" asimetri¢no savijanje

2905 (slozena vrpca) C—H istezanja (aminopropilni segment APTMS)

@ b = §iroka vrpca; sh =rame

David Sovi¢ Doktorska disertacija



4, Rezultati i rasprava 79
§ p

tnih nanocjevcica (tablica 4.3.), Sto dodatno potvrduje prethodno iznesen zakljucak o
ocuvanju kristalne strukture titanatnih nanocjevcica tijekom reakcije s APTMS pri sobnoj
temperaturi. U podrucju valnih brojeva karakteristicnom za vibracije istezanja C—H veza u
Ramanovom spektru uzorka TiNT-NH, uocava se strukturirana vrpca pri 2905 cm ™. 1z slabo
razluenih maksimuma pri 2912 i 2897 cm * te izbo&ine pri 2965 moze se zakljuéiti da je
spomenuta vrpca slozene strukture, odn. da se sastoji od nekoliko pojedinacnih vibracijskih
vrpcei, koje se mogu pripisati simetricnim 1 asimetricnim vibracijama istezanja C—H veza u
CHs-skupinama aminopropilnog segmenta povrsinski vezanog APTMS.?® Na spektru se ne
uocava vibracijska vrpca koja bi odgovarala istezanju C—H veza u metoksi-skupinama
APTMS (a koja se u ramanskom spektru ¢istog APTMS pojavljuje kao oStra i intenzivna
vrpca pri 2840 cm™), $to jo§ jednom potvrduje zaklju€ak o potpunoj hidrolizi molekula
APTMS vezanih na povrSinu titanatnih nanocjev¢ica. U podrucju valnih brojeva od 1700 do
1500 cm™* na spektru se uocava slaba i §iroka vrpca s maksimumom pri 1606 cm ™ i ramenom
pri otprilike 1635 cm™. Ta je vrpca o&ito sloZene strukture, pri ¢emu se vrpca pri manjim
valnim brojevima moze pripisati vibracijama asimetricnog savijanja neprotoniranih amino

225

skupina povrSinski vezanog APTMS (1608 cm %), a vrpca pri visim valnim brojevima

deformacijskim vibracijama protonirane amino skupine (1630-1635 cm),%° §

to pokazuje da
su amino skupine u sloju APTMS vezanom na povrSinu titanatnih nanocjevCica samo

djelomicno protonirane.

4.2.3. Kinetika vezanja APTMS na povrsinu titanatnih nanocjevcica

Kinetika reakcije APTMS s povrSinskim OH-skupinama titanatnih nanocjevcica istraZzena je
na nacin da je uzorak titanatnih nanocjevc€ica uravnotezen s atmosferom podvrgnut reakciji s
otopinom APTMS u diklormetanu (o(APTMS) = 0,02) pri sobnoj temperaturi tijekom 20, 45,
90, odn. 180 minuta (uzorci TINT-NH,-20, TINT-NH2-45, TiINT-NH,-90 i TiNT-NH,-180),
nakon cega je reakcijom s ninhidrinom spektrofotometrijski odredena koli¢ina primarnih
amino skupina prisutnih na povrSini nanocjevc¢ica. Rezultati analize (tablica 4.8.) pokazuju da
se pri opisanim uvjetima na titanatne nanocjevéice veze izmedu 0,61 i 0,83 mmol gt APTMS
te da se nakon 90 minuta reakcije koli¢ina vezanog APTMS gotovo i ne povecava, §to

ukazuje na zasi¢enje povrsSine titanatnih nanocjevc¢ica molekulama APTMS. Podaci prikazani
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Tablica 4.8. Ovisnost kolicine APTMS vezanog na titanatne nanocjevdice,

Q:=n(NH2)/m(TiNT-NH,), o vremenu trajanja reakcije s APTMS (N = 3)

Uzorak t/min Q./ mmol g™
TiINT-NH,-20 20 0,606 + 0,006
TiNT-NH,-45 45 0,681 £ 0,011
TiNT-NH»-90 90 0,782 £ 0,009
TiNT-NH»-180 180 0,829 + 0,008
‘Tw | | |
3 081 . Cmnme? :
E s i s -7
E ’ ’ L] , ‘nm
' 0,61 ,v' ,v/ 1
0,4 | 'I 'I |
02 |
' @@ || (b)
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Slika 4.17. Regresijske krivulje dobivene uskladivanjem teorijskih izraza za kinetiku pseudo-
prvog, odnosno pseudo-drugog reda (izrazi 4.9. 1 4.10.) s eksperimentalnim podacima o
kolic¢ini APTMS vezanog na titanatne nanocjevcice u ovisnosti o vremenu trajanja reakcije S
APTMS.
230

u tablici 4.8. testirani su u skladu s Lagergrenovim modelom kinetike pseudo-prvog reda:
4.7)

th = k1 : (Qmax _Ql)

dt
odnosno modelom kinetike pseudo-drugog reda:***
d
Bk, Que—Q)? (4.8)
Doktorska disertacija
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gdje Qi I Qmax oznacavaju koli¢inu APTMS vezanog na odredenu masu titanatnih
nanocjevcica u vremenu t i maksimalnu koli¢inu APTMS koju je pri danim uvjetima moguce
vezati na povr$inu titanatnih nanocjev¢ica, a K; i ko su konstante brzine reakcije pseudo-prvog
I pseudo-drugog reda. Integriranjem izraza (4.7.) i (4.8.) uz pocetne uvjete t = 0 i Q;= 0, odn.

konacéne uvjete t i Q; te preuredivanjem, dobiju se integralni izrazi:

Q, =Quux -[1—xXp(—k; - 1)] (4.9.)
Q= S S (4.10.)
1 t
K Q' Qe

Vrijednosti kinetickih parametara ki, K, i Q; izraCunati su uskladivanjem izraza (4.9.) i (4.10.)
s eksperimentalnim podacima o brzini vezanja APTMS na titanatne nanocjevcice (tablica
4.8.) nelinearnom regresijom. Dobivene regresijske krivulje prikazane su na slici 4.17., a
regresijske vrijednosti kinetickih parametara u tablici 4.9. Kako je sa slike 4.17. jasno
vidljivo, eksperimentalni podaci mogu se vrlo dobro opisati izrazom (4.10.), dok je slaganje
eksperimentalnih podataka s izrazom (4.9.) znatno loSije. Moze se zakljuciti da se reakcija
vezanja APTMS na povrSinu titanatnih nanocjevcica koje sadrze ravnoteZznu koli¢inu fizicki
vezane vode zadovoljavaju¢e moze opisati kinetikom pseudo-drugog reda, pri Cemu se
Zasiéenjef) povrSine nanocjevCica s APTMS postiZze pri koli¢ini vezanog APTMS od 0,86

mmol g .

Tablica 4.9. Regresijske vrijednosti kinetickih parametara ki, Ko i Qmax za reakciju
titanatnih nanocjevcica s APTMS uz pretpostavku kinetike pseudo-prvog, odnosno

pseudo-drugog reda (prema izrazima 4.9. i 4.10.)

Parametar Kinetika pseudo-prvog Kinetika pseudo-drugog
reda reda

ky/ min™ 0,07 +0,01

k, / g mmol™min™ 0,13+ 0,02

Qumax / mmol g™ 0,79 +0,03 0,86 + 0,02

D Moze se govoriti o zasi¢enju povrsine, s obzirom da su eksperimenti opisani u ovom poglavlju provedeni u
uvjetima velikog suviska APTMS u otopini te da su rezultati provedenih istrazivanja pokazali da tijekom

reakcije titanatnih nanocjevcica s APTMS dolazi do ireverzibilnog vezanja APTMS na povrsinu nanocjevcica.
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Iznenadujuce, pri opisanim je uvjetima reakcija vezanja APTMS na povrSinu titanatnih
nanocjevcica vrlo brza, kako to zorno ilustrira vrijeme polureakcije (vrijeme pri kojem se na
povrsinu titanatnih nanocjevcica veze upravo pola od maksimalno moguce kolicine APTMS,
tos = (Ko'Qma) 5, za koje se na temelju podataka iz tablice 4.9. moZe izraCunati da iznosi
tos = 8,9 min. Brzina vezanja APTMS na druge oksidne materijale viSestruko je sporija i do
zasi¢enja povrsine vezanim silanom tipi¢no dolazi tek nakon $to se reakcija provodi nekoliko
sati pri povisenoj temperalturi.217 Povecana reaktivnost titanatnih nanocjevc€ica prema reakciji
s APTMS moze se objasniti relativno velikim sadrzajem vode u nanocjev¢icama te izrazenom
Bronstedovom kiselo§éu povrinskih OH-skupina.'®##*? Porastom udjela vode u reakcijskom
mediju brzina hidrolize APTMS (jednadzba 4.4.) znacajno raste, a dodatno se ubrzava u

prisutnosti kiseline kao katalizatora,?’ §

to rezultira relativno visokom koncentracijom silanola
uz povrsinu nanocjevcica. Zbog toga raste i brzina vezanja silanola na povrSinu nanocjevcica,
ali poveéava se i brzina kondenzacije silanola u slozenije oligomerne ili polimerne
siloksanske strukture, ¢ime se moze objasniti veéa neuredenost sloja povrSinski vezanog
APTMS kod uzorka TiNT-NH; u usporedbi s uzorkom T-A, na §to ukazuju rezultati prikazani

u prethodnom poglavlju.

4.2.4. Utjecaj vremena trajanja reakcije s APTMS i kolicine APTMS vezanog na povrsinu

titanatnih nanocjevcica na strukturu povrsinskog polisiloksanskog sloja

Da bi se utvrdilo kako vrijeme trajanja reakcije titanatnih nanocjev¢ica s APTMS 1 koli¢ina
APTMS vezanog na povrSinu titanatnih nanocjev€ica utjeCu na strukturu povrSinskog
siloksanskog sloja, snimljeni su FTIR spektri uzoraka opisanih u prethodnom poglavlju
(uzorci TINT-NH2-20, TiNT-NH,-45, TiNT-NH>-90 i TiNT-NH-180) te je analizirano kako
se s produljenjem vremena reakcije, odnosno povecanjem koli¢ine povrSinski vezanog
APTMS na snimljenim spektrima mijenja intenzitet vibracijske vrpce pripisane protoniranim
amino skupinama (vrpca pri 1510 cm™) te intenziteti vrpci pripisanih vibracijama Si-O-Si
veza u linearnim ili razgranatim polimernim siloksanskim strukturama (vrpca pri 1128 cm™),
odn. povrsinski vezanom APTMS tetrameru (vrpca pri 1030 cm™). Da bi se intenziteti
spomenutih vrpci mogli usporedivati, snimljeni FTIR spektri normalizirani su na jedini¢ni

intenzitet vrpce pri 1224 cm™ (pripisane vibracijama CH,-skupine vezane na atom silicija,
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pogl. 4.2.2.), ¢ime je postignuto da intenziteti ostalih vrpci u spektru reflektiraju udio pojedine

skupine, odn. strukture u sloju molekula APTMS vezanih na povrSinu titanatnih nanocjevcica.

2
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Slika 4.18. Normalizirani FTIR spektri uzoraka: a) TINT-NH,-20, b) TINT-NH,-45, ¢)

TINT-NH,-90 i d) TINT-NH,-180.
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Tablica 4.10. Ovisnost normaliziranih intenziteta vibracijskih vrpci pri 1510, 1128 i
1030 cm™* o vremenu trajanja reakcije titanatnih nanocjev&ica s APTMS, odnosno o koliini

APTMS vezanog na povrsinu nanocjevcica (Qy)

Uzorak t/m|n Qt/ mmol g_l |1510/ I1224 |1128/ I1224 |1030/ I1224
(NH3") (APTMS polimer)  (APTMS tetramer)
TiNT-NH,-20 20 0,606 0,936 3,57 0,088
TiNT-NH,-45 45 0,681 0,831 3,37 0,109
TiNT-NH»-90 90 0,782 0,734 3,05 0,120
TiNT-NH,-180 180 0,829 0,682 2,99 0,158

Na normaliziranim spektrima (slika 4.18.) uocCava se da s porastom vremena trajanja
reakcije titanatnih nanocjeveica s APTMS intenzitet vibracijske vrpce pri 1128 cm ™ lagano
opada, a intenzitet vrpce pri 1030 cm ™ raste (tablica 4.10.), odnosno da u sloju molekula
APTMS vezanih na povrSinu titanatnih nanocjev€ica opada udio kondenziranih, polimernih
siloksanskih struktura, a raste udio povrSinski vezanih APTMS tetramera. Smanjenje
intenziteta s produljenjem vremena trajanja reakcije pokazuje i vrpca pri 1510 cm™ (tablica
4.10.) pripisana vibracijama NHs'-skupina, pa proizlazi da pri duljem vremenu trajanja
reakcije APTMS s titanatnim nanocjev¢icama u sloju povrsinski vezanih molekula APTMS
opada udio molekula s protoniranom NH,-skupinom. Takvo ponaSanje moze se objasniti uz
pretpostavku da neuredene polimerne siloksanske strukture nastaju hidrolizom i kondenza-
cijom APTMS uz povrSinu titanatnih nanocjev€ica, koja je vrlo brza zbog prisutnosti
povrsinski adsorbirane vode i kiselih povrSinskih OH-skupina. Napredovanjem reakcije
vezanja APTMS na povrSinu titanatnih nanocjevc¢ica smanjuje se broj kiselih povrsinskih OH-
skupina, ¢ime se ujedno smanjuje i brzina hidrolize, odn. kondenzacije APTMS uz povrSinu
nanocjevCica, a time 1 brzina nastajanja siloksanskog povrSinskog sloja (slika 4.17.).
Smanjenjem brzine nastajanja i vezanja polimernih siloksanskih struktura, konkurentska
reakcija postaje vezanje APTMS tetramera nastalih hidrolizom i kondenzacijom APTMS u
masi otopine, zbog ¢ega udio APTMS tetramera u povrSinskom siloksanskom sloju raste, a
relativni udio polimernih siloksanskih struktura opada (tablica 4.10.). Razumno je
pretpostaviti 1 da se smanjenjem broja kiselih povrSinskih skupina smanjuje 1 udio

protoniraniranih amino skupina u nastalom povrsinskom siloksanskom sloju.
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4.2.5. Utjecaj vremena trajanja reakcije s APTMS na specificnu povrsinu i poroznost

silaniziranih nanocjevcica

Specificna povrSina uzoraka TiNT-NH2-20, TiINT-NH2-45, TINT-NH2-90 i TiNT-NH,-180
opisanih u poglavlju 4.2.3. odredena je mjerenjem adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi dusika
pri 77 K uz primjenu BET modela adsorpcije. Dobivene adsorpcijsko-desorpcijske izoterme,
prikazane na slici 4.19., pripadaju tipu IV prema klasifikaciji IUPAC-a i pokazuju histerezu
tipa H3, pa se moze zakljuciti da titanatne nanocjevcice zadrzavaju mezoporoznu strukturu i
nakon silaniziranja s APTMS. Specifi¢na povrSina 1 ukupni specifi¢ni volumen pora uzoraka
silaniziranih titanatnih nanocjev¢ica, izraunati na na¢in opisan u pogl. 4.1.3., prikazani su u
tablici 4.11. Ako se ti podaci usporede s analognim vrijednostima za nemodificirane titanatne
nanocjevcice (Sger = 267,5 m? g*1 i Vp=0,90 cm?® gfl, pogl. 4.1.3.), uocava se da se tijekom
prvih 20 minuta reakcije s APTMS specifi¢na povrS§ina nanocjev¢ica smanjuje za otprilike
100 m? g%, a ukupni specifi¢ni volumen pora za 0,22 cm® g*. Daljnje smanjenje specifi¢ne
povrsine 1 specifiénog volumena pora pri duljim vremenima reakcije s APTMS znacajno je
manje, kako je vidljivo iz ¢injenice da se produljenjem vremena silaniziranja sa 20 na 180
minuta specificna povrSina i1 ukupan specifiéni volumen pora silaniziranih nanocjevcica
smanjuju samo za dodatnih 37,5 m? g*, odnosno 0,10 cm® g .

Iz diferencijalne raspodjele volumena pora silaniziranih titanatnih nanocjevcica,
prikazanih na slici 4.20., vidljivo je da tijekom prvih 20 minuta reakcije s APTMS dolazi do
skoro potpunog iS¢eznuca pora s promjerom manjim od 5 nm, §to indicira da ve¢ pri relativno
kratkim vremenima reakcije titanatnih nanocjev¢ica s APTMS dolazi do gotovo potpunog

zacepljenja lumena nanocjev€ica polimeriziranim APTMS, kako je 1 opaZeno na

visokorezolucijskim TEM mikrografijama silaniziranih titanatnih nanocjevcica (slika 4.12.b).

Tablica 4.11. Ovisnost specificne povrsine i specificnog volumena pora titanatnih

nanocjevcica silaniziranih s APTMS o vremenu trajanja reakcije s APTMS.

Uzorak t/min  Sger/m’gt  V,/cm’gT
TINT-NH»-20 20 168,8 0,68
TiINT-NH,-45 45 153,0 0,63
TiNT-NH»-90 90 143,6 0,61
TiNT-NH»-180 180 131,3 0,58
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Slika 4.19. Izoterme adsorpcije i desorpcije duSika (T = 77 K) na titanatne nanocjevcice
modificirane s APTMS. Vrijeme trajanja reakcije s APTMS: (a) 20 min, (b) 45 min, (c) 90
min i (d) 180 min.

S obzirom da se omjer specificnih povrSina silaniziranih titanatnih nanocjevéica
dobivenih nakon 20 minuta reakcije s APTMS 1 nemodificiranih titanatnih nanocjevcica
(168,8 m* gt : 267,5 m*g* =2 : 3,17) vrlo dobro slaZe s omjerom vanjske i ukupne povriine
titanatnih nanocjevcica, koji je na temelju podataka o prosjecnom vanjskom i unutarnjem
promjeru nanocjev¢ica od 10 i 5 nm (pogl. 4.1.1.) procijenjen da iznosi 2:3, moze se

zakljuciti da je zaCepljivanje lumena nanocjev€ica polimeriziranim APTMS primarni razlog
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velikom smanjenju specificne povrsSine titanatnih nanocjevCica pri kraéim vremenima
silaniziranja, te ujedno i glavni razlog smanjenju specifi¢ne povrSine nanocijevcica tijekom
silaniziranja uopce. Izgleda da je zacepljivanje lumena nanocjev¢ica polimeriziranim APTMS
ujedno i glavni razlog smanjenja volumena pora tijekom prvih 20 minuta reakcije titanatnih
nanocjevéica s APTMS: specifi¢ni volumen lumena nemodificiranih titanatnih nanocjevcica
iznosi 0,18 cm® g (pogl. 4.1.3.), a smanjenje specifi¢nog volumena pora opaZeno tijekom
prvih 20 minuta silaniziranja nanocjevcica iznosi 0,22 cm® gfl. Do smanjenja specificnog
volumena pora kod silaniziranih titanatnih nanocjevcica dolazi i zbog smanjenja volumena
pora u aglomeratima koje u praskastom uzorku titanatnih nanocjevcica formiraju snopovi
nanocjevCica, za koji je u pogl. 4.1.3. pokazano da ukupnom specificnom volumenu
nemodificiranih titanatnih nanocjevcica doprinosi s otprilike 80 %. Potvrdu tom zakljucku
daju krivulje diferencijalne raspodjele volumena pora silaniziranih nanocjev¢ica (slika 4.20.),
na kojima je jasno uocljivo smanjenje maksimuma pri 25 nm, koji odgovara porama izmedu
snopova nanocjevc¢ica. Usporedbom SEM mikrografije silaniziranih titanatnih nanocjevcica
(slika 4.21.) sa SEM mikrografijom nemodificiranih titanatnih nanocjevéica (slika 4.2.) jasno
se uocava da uzrok opisanom smanjenju specificnog volumena pora kod silaniziranih
titanatnih nanocjev€ica lezi u razli¢itom nacinu pakiranja snopova nanocjev€ica u vece
agregate. Kao najvjerojatniji razlog promjene u naéinu pakiranja snopova nanocjevéica
namece se izrazita razlika u njihovoj duljini, koja kod nemodificiranih nanocjevcica iznosi i
do desetak mikrometara (slika 4.2.a), dok su kod silaniziranih nanocjevc¢ica snopovi znatno
kraéi, najces¢e kra¢i od 1 pm (slika 4.21.), najvjerojatnije zbog mehanickog loma

nanocjevcica uslijed intenzivnog mijeSanja reakcijske smjese tijekom silaniziranja.

4.2.6. Termogravimetrijska i diferencijalna termicka analiza titanatnih nanocjevcica

silaniziranih s APTMS

Da bi se istrazila stabilnost sloja APTMS vezanog na povrSinu titanatnih nanocjevcica, uzorak
titanatnih nanocjevcica silaniziranih s APTMS pri sobnoj temperaturi u diklormetanu (uzorak
TINT-NH,-180) podvrgnut je termogravimetrijskoj i diferencijalnoj termic¢koj analizi u
podrucju temperatura od 25 do 600 °C, u struji zraka. Dobivena termogravimetrijska krivulja
(TG) 1 krivulja diferencijalne termicke analize (DTA) prikazane su na slici 4.22. Na DTA

krivulji uocavaju se dva slabije izrazena endotermna minimuma u podru¢ju od sobne
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Slika 4.20. Ovisnost raspodjele veli¢ina pora titanatnih nanocjevéica modificiranih s APTMS

0 vremenu trajanja reakcije s APTMS: (o) 20 min, (A) 45 min, (©) 90 min i (%) 180 min.

Usporedbe radi, isprekidanom crtom prikazana je raspodjela veli¢ina pora nemodificiranih

titanatnih nanocjevcica.

Slika 4.21. SEM mikrografija titanatnih nanocjevc¢ica modificiranih s APTMS.
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temperature do 120 °C, odnosno od 120 do 250 °C, kojima na termogravimetrijskoj krivulji
odgovaraju relativne promjene mase (Am/mg) od 5,4 %, odnosno 4,4 % (tablica 4.12.).

Po analogiji s termiCkim procesima koji se u identicnom temperaturnom podrucju
odvijaju kod nemodificiranih titanatnih nanocjevcica (pogl. 4.1.5.), navedene promjene mase
mogu se pripisati izlasku fizicki vezane vode iz silaniziranih titanatnih nanocjevcica (proces u
podrucju temperatura do 120 °C), odnosno gubitku strukturne vode (proces u podrucju
temperatura iznad 120 °C). U podrucju temperatura od 250 do 550 °C na DTA krivulji uzorka
pojavljuju se tri izrazita, preklopljena egzotermna maksimuma, koji se mogu pripisati
izgaranju aminopropilnog segmenta molekula APTMS vezanih na povrSinu titanatnih
nanocjevc¢ica. Tijekom odvijanja tog egzotermnog procesa masa Uzorka smanjuje se za
dodatnih 10,4 %, nakon ¢ega se daljnjim zagrijavanjem viSe ne mijenja. Treba napomenuti da
u podrucju temperatura od 25 do 250 °C na TG i DTA krivulji uzorka TiNT-NH,-180 nije
uocena pojava endotermnog procesa koji bi se mogao povezati s otpuStanjem s povrSine
titanatnih nanocjevc¢ica molekula labilno vezanog (fizicki adsorbiranog) APTMS, §to dodatno
potvrduje pretpostavku da su molekule APTMS na povrsinu titanatnih nanocjevéica vezane

kovalentno.
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Slika 4.22. Termogravimetrijska krivulja (TG) i krivulja diferencijalne termicke analize
(DTA) titanatnih nanocjevc¢ica modificiranih s APTMS, dobivenih uz vrijeme trajanja reakcije

s APTMS od 180 minuta.
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Tablica 4.12. Temperaturni intervali u kojima se odvijaju pojedini endotermni procesi
tijekom zagrijavanja i dehidratacije titanatnih nanocjevCica s povrSinski vezanim

APTMS (uzorak TINT-NH,-180) i pripadajuce relativne promjene mase (Am/mg).

temperaturni interval / °C Am/mg / %
25-120 54
120 - 250 -4.,4
250 - 550 -10,4

Kvantitativna interpretacija termogravimetrijskih podatka o smanjenju mase uzorka
TiNT-NH,-180 tijekom njegova zagrijavanja otezana je zbog Cinjenice da je lumen
silaniziranih titanatnih nanocjevc¢ica zacepljen polimeriziranim APTMS (kako je to pokazano
u prethodnom poglavlju) pa voda iz lumena nanocjev¢ica moze ispariti (i time dovesti do
smanjenja mase uzorka) tek nakon raspada nanocjevcica. Pored toga, u poglavlju 4.1.5.
pokazano je da do otpuStanja strukturne vode iz titanatnih nanocjev€ica i njihove fazne
pretvorbe u TiO; dolazi u relativno Sirokom podrucju temperatura, od 120 do 465 °C. To se
podrucje dobrim dijelom preklapa s temperaturnim podru¢jem u kojem dolazi do izgaranja
aminopropilnog segmenta molekula APTMS vezanih na povrSinu titanatnih nanocjevcica
(250-550 °C), pa je smanjenje mase uzorka TiNT-NH,-180 u podru¢ju temperatura od 250 do
465 °C rezultat istovremenog odvijanja oba spomenuta procesa. Stoga je jasno da
termogravimetrijske podatke prikazane u tablici 4.12. treba interpretirati krajnje oprezno. Ako
se pretpostavi da je pri sobnoj temperaturi ravnotezni udio fizicki vezane vode u uzorku
silaniziranih titanatnih nanocjev€ica jednak ravnoteznom udjelu fizicki vezane vode u
nemodificiranim titanatnim nanocjev¢icama, te da je fazna pretvorba tijekom dehidratizacije
silaniziranith titanatnih nanocjevCica jednaka onoj kod nemodificiranih titanatnih
nanocjev€ica, tada proizlazi da ukupnom gubitku mase tijekom zagrijavanja uzorka
TINT-NH-180 do 600 °C (Am/mg = 20,2 %) isparavanje fizi¢ki vezane vode i oslobadanje
strukturno vezane vode doprinose s vrijedno$¢éu Am/my = 15,1 % (pogl. 4.1.5.), odnosno da
gubitak mase uzorka uslijed izgaranja aminopropilnog segmenta povrSinski vezanih molekula
APTMS iznosi Am/my = 5,1 %. Uzimaju¢i u obzir da molarna masa aminopropilnog

segmenta iznosi 58 g mol™, vrijednost Am/my = 5,1 % odgovara mnoZini aminopropilnih
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skupina od 0,879 mmol po jednom gramu silaniziranih titanatnih nanocjevcica, §to se dobro
slaze s vrijednoséu od 0,829 mmol g, dobivenom analizom povrsinskih NHy-skupina u

uzorku TiNT-NH,-180.

4.2.7. Reaktivnost povrsinskih amino skupina titanatnih nanocjevcica silaniziranih s APTMS

S obzirom da je silaniziranje titanatnih nanocjevéica s APTMS bilo provedeno s ciljem
uvodenja NHy-skupina na povrsinu nanocjevcica u svrhu njihova daljnjeg modificiranja (npr.
kovalentnog vezanja enzima), u okviru karakterizacije silaniziranih nanocjevcica istrazena je i
reaktivnost amino skupina povrsinski vezanog APTMS, odn. njihova raspolozivost za daljnje
kemijske reakcije. U tu su svrhu silanizirane titanatne nanocjevc¢ice (uzorak TiNT-NH,-180)
podvrgnute reakciji s vodenom otopinom glutaraldehida (w(glutaraldehid) = 0,02) pri pH 6,0
tijekom 15 minuta, nakon Cega su nanocjevCice isprane i osusene te je snimljen njihov
infracrveni spektar. Usporedbom FTIR spektara uzorka TiNT-NH,-180 snimljenih prije
reakcije s glutaraldehidom i nakon reakcije (slika 4.23.) uocava se da nakon reakcije s
glutaraldehidom vrpca pri 1512 cm ™ pripisana simetri¢nom savijanju NH3*-skupina gotovo u
potpunosti i§¢ezava iz spektra, te da se u spektru pojavljuje nova vrpca pri 1716 cm™,

karakteristi€na za C=0 istezanje u aldehidnoj skupini.

transmitancija
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Slika 4.23. FTIR spektri uzorka TINT-NH, prije (a) i nakon reakcije s glutaraldehidom (b).
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Opisane spektralne promjene odgovaraju ocekivanom ishodu kemijske reakcije izmedu
titanatnih nanocjevcica silaniziranih s APTMS i glutaraldehida, u kojoj povrSinske NHj-
skupine silaniziranih titanatnih nanocjevéica reagiraju s aldehidnom skupinom glutaraldehida

uz nastajanje imina:

H @) H O
- /C\ /CHZ\ /C\ = —N—C\ /CHZ\ /C\
O CH, CH, H - CH, CH, H

pri ¢emu jedna aldehidna skupina glutaraldehida ostaje slobodna. Cinjenica da tijekom 15
minuta reakcije s glutaraldehidom dolazi do gotovo potpunog nestanka vibracijske vrpce pri
1510 cm™ pokazuje da su povrSinske amino skupine titanatnih nanocjevcica silaniziranih s

APTMS lako dostupne drugim molekulama te da lako stupaju u kemijske reakcije.

4.3. ElektrokatalitiCka svojstva povrsinski modificiranih titanatnih

nanocjevcica i njihova primjena u amperometrijskim senzorima

U poglavlju 4.2. pokazano je da su povrSinske OH-skupine titanatnih nanocjevcica vrlo
reaktivne te da lako i brzo reagiraju s APTMS, pri ¢emu na povrsini nanocjevcica nastaje sloj
sastavljen od oligomernih i polimernih siloksanskih jedinica s velikom gusto¢om amino
skupina lako dostupnih za daljnje reakcije. Pokazano je takoder da je silaniziranje titanatnih
nanocjevcéica s APTMS moguce provesti bez da se narusi tubularna morfologija nanocjevcica
1 time umanji njithova vanjska povrSina. Stoga se u nastavku istrazivanja titanatne
nanocjevcice pokusSalo iskoristiti kao nanostrukturirani nosa¢ velike specifiéne povrSine za
imobilizaciju katalizatora prikladnih za primjenu u amperometrijskim senzorima. Kao
modelni katalizatori odabrani su enzim peroksidaza i N-saliciliden-n-propilaminski kompleks
zeljeza(Ill), strukturni analog salenskog kompleksa Zeljeza(Ill) s katalitickom aktivnos$¢u
slicnom peroksidazi.m'233 Provedena istrazivanja za cilj su imala pronalazenje metoda
kovalentnog vezanja Kkatalizatora na povrSinu titanatnih nanocjevéica koje rezultiraju
najve¢om koli€inom imobiliziranog katalizatora, odnosno titanatnim nanocjev€icama s

najveom specificnom katalitiCkom aktivnoS¢u, s obzirom da su ti parametri od klju¢ne
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vaznosti za potencijalnu senzorsku primjenu modificiranih titanatnih nanocjevcica. Titanatne
nanocjevCice s imobiliziranom peroksidazom, odnosno N-saliciliden-n-propilaminskim
kompleksom zeljeza(IIl) potom su ugradene u kompozitnu vodljivu matricu na bazi grafita i
istrazena su njihova elektrokemijska 1 elektrokataliticka, odnosno bioelektrokataliticka
svojstva. U konacnici su titanatne nanocjev€ice s najboljim elektrokatalitickim svojstvima

iskori$tene za izradu amperometrijskih senzora za odredivanje vodikova peroksida i glukoze.

4.3.1. Kovalentna imobilizacija N-saliciliden-n-propilaminskih kompleksa bakra(ll) i

zeljeza(lll) na titanatne nanocjevcice

S obzirom da N-saliciliden-n-propilamin nema funkcionalnih skupina koje bi bile prikladne za
njegovo kovalentno vezanje na povrSinu titanatnih nanocjevcica, razvijena su tri sintetska
postupka ¢iji su krajnji rezultat bile titanatne nanocjevCice povrSinski funkcionalizirane
N-saliciliden-n-propilaminskim  skupinama koje su funkcionirale kao ligand za
kompleksiranje s metalnim kationom (pogl. 3.2.4.). Prvi sintetski postupak (¢iji je produkt
oznaen sa TINT-Me(Salp),-A) temeljio se na reakciji povrSinskih OH-skupina titanatnih
nanocjevc¢ica s bis(N-saliciliden-3-(trimetoksisilil)-n-propilaminatnim) kompleksom metala
(Me) i po svom je kemizmu bio identican kemizmu vezanja APTMS na titanatne
nanocjevCice. Preostala dva sintetska postupka polazila su od titanatnih nanocjevcica
povrsinski funkcionaliziranih s APTMS 1 ukljucivala su reakciju NHp-skupina iz
aminopropilnih segmenata povrSinski vezanog APTMS sa salicilaldehidnim kompleksom
metala (uzorak TiNT-Me(Salp),-B), odnosno nekompleksiranim salicilaldehidom, nakon
Cega je slijedilo kompleksiranje metalnog kationa (uzorak TiINT-Me(Salp),-C). U pocetnoj
fazi istraZzivanja su bila usmjerena na utvrdivanje koji od navedenih sintetskih postupaka
rezultira s najve¢om koli¢inom imobiliziranog kompleksa. Kako bi se pojednostavila analiza
modificiranih titanatnih nanocjev€ica, u toj je fazi istrazivanja umjesto zeljezova(lll)
kompleksa koristen N-saliciliden-n-propilaminski kompleks bakra(ll), s obzirom da se bakar i
titanij u smjesi mogu simultano odrediti jednostavnom voltametrijskom analizom u
oksalathnom mediju. Pored toga, uporabom bakrova(ll) kompleksa u preliminarnim
eksperimentima izbjegnute su poteskoce pri sintezi uzrokovane sklonoséu zeljezova(Ill)

kationa da hidrolizira.
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S obzirom da je N-saliciliden-n-propilaminski kompleks bakra(ll) intenzivno obojen
(Amax = 360 nm),234 modificiranim titanatnim nanocjev¢icama dobivenim kao produkt gore
opisanih sintetskih postupaka snimljeni su UV-Vis spektri, ¢ime je na jednostavan i brz nacin
provjerena uspjesnost povrSinskog modificiranja nanocjevcica. Snimljeni refleksijski spektri
prikazani su na slici 4.24. Usporedba prikazanih spektara pokazuje da je kod sva tri uzorka
doslo do nastajanja Zeljenog N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa bakra(ll) (slika 4.24.,
spektri (a)—(c)) te da modificirane nanocjevCice sadrze zanemariv udio slobodnog
N-saliciliden-n-propilaminskog liganda, kojeg karakterizira snazna apsorpcija pri 420 nm

(slika 4.24., uzorak TiNT-NH,-SA) uzrokovana n-r* prijelazima.?*®

(c)

(b)

(a)
TiNT-CuSalen
TiNT-Cu

350 400 450 500 550
A/ nm

KS"'

Slika 4.24. Spektri UV/Vis difuzne reflektancije uzoraka (a) TINT-Cu(Salp),-A, (b) TiNT-
Cu(Salp)2-B i (c) TINT-Cu(Salp),-C te spektri nemodificiranih titanatnih nanocjev¢ica u koje
su ionskom izmjenom ugradeni ioni Cu®* (TiNT-Cu), na &iju je povrinu adsorbiran salenski
kompleks bakra(ll) (TiNT-CuSalen) te koje su modificirane s APTMS i podvrgnute reakciji
sa salicilaldehidom (TiNT-NH,-SA). K/S je Kubelka-Munkova funkcija.
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Iznesene zakljucke potvrduju 1 FTIR spektri uzoraka modificiranih titanatnih
nanocjev&ica prikazani na slici 4.25. U podrugju valnih brojeva izmedu 1700 i 1250 cm*
FTIR spektar uzorka TiNT-Cu(Salp),-C gotovo je identi¢an spektru titanatnih nanocjevéica
na Ciju je povrSinu adsorbiran salenski kompleks bakra(Il), strukturno vrlo slican

N-saliciliden-n-propilaminskom kompleksu bakra(ll) (usp. sl. 3.2. 1 3.3.).

transmitancija
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Slika 4.25. FTIR spektri (a) salenskog kompleksa bakra(II), (b) titanatnih nanocjev¢ica s
adsorbiranim salenskim kompleksom bakra(ll), (c) uzorka TiINT-Cu(Salp),-C i (d)

titanatnih nanocjev¢ica modificiranih s APTMS i podvrgnutih reakciji sa salicilaldehidom.
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Kao indikacija kompleksiranja N-saliciliden-n-propilaminskog liganda s metalnim
kationom obi¢no se uzima pomak vibracijske vrpce istezanja C=N skupina, koja se u
slobodnom ligandu javlja pri 1633 cm ™, a kompleksiranjem se pomice za otprilike desetak
cm* prema manjim valnim brojevima.?®®*%® Kod titanatnih nanocjevéica modificiranih
N-saliciliden-n-propilaminskim ligandom, odnosno kompleksom, ta je vrpca preklopljena s
vrpcom uslijed vibracija savijanja H-O—H veza, no primjetljiv je i indikativan pomak te
preklopljene vrpce sa 1633 na 1623 cm* nakon vezanja iona Cu®* na titanatne nanocjev¢ice
modificirane N-saliciliden-n-propilaminskim ligandom (slika 4.25.c i d). Kod spomenutih
uzoraka signifikantno je i ponasanje vibracijske vrpce pri 1280 cm %, koja je karakteristi¢na za
vibracije istezanja C—O veza, a koja se nakon kompleksiranja iona Cu?* pomi&e prema veéim
valnim brojevima®’ (slika 4.25.c i d).

Kemijskom analizom uzoraka titanatnih nanocjevéica modificiranih N-saliciliden-n-
propilaminskim kompleksom bakra(Il) odreden je mnozinski omjer bakra i titanija u
modificiranim nanocjevéicama prikazan u tablici 4.13. Vidljivo je da sva tri sintetska
postupka rezultiraju otprilike jednakim udjelom vezanih iona Cu?*, §to navodi na zakljucak da
su u svim uzorcima sva raspoloziva mjesta za povrSinsko vezanje silana, odnosno sve
raspolozive povrsinske NHj-skupine iskoristene za stvaranje N-saliciliden-n-propilaminskog
liganda. Taj zakljuak potvrduju 1 rezultati kemijske analize modificiranih titanatnih
nanocjevcica. Ako se uzme da titanatne nanocjevcice silanizirane s APTMS sadrze u prosjeku
0,83 mmol povrSinskih NH,-skupina po gramu nanocjevcica (tablica 4.5.), tada mnozina
NH,-skupina u 25 mg nanocjevcica iznosi 20,8 umol. Uz pretpostavku da su sve povrSinske
amino skupine prevedene u iminske skupine, za njihovo je kompleksiranje potrebno
10,4 pmol iona Cu®, sto se izvrsno slaZe sa sadrzajem bakra u povrSinski modificiranim

nanocjevcicama (tablica 4.13.).

Tablica 4.13. Sadrzaj bakra i titanija u uzorcima titanatnih nanocjev¢ica modificiranih

N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom bakra(ll) (m(uzorak) = 25 mg, N = 3)

TiNT-Cu(Salp),-A  TiNT-Cu(Salp),-B  TiNT-Cu(Salp),-C

n(Ti) / pmol 209+4 208 +£2 195+5
n(Cu) / umol 9,91 +£0,37 11,2+2 9,79 +22
n(Cu) / n(Ti) 0,048 0,054 0,050
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S obzirom da svi opisani imobilizacijski postupci dovode do priblizno jednake kolicine
povrsinski vezanog kompleksa, za imobilizaciju N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa
zeljeza(Ill) na povrSinu titanatnih nanocjev€ica odabran je najjednostavniji postupak — na
povrsinu titanatnih nanocjev¢ica modificiranih s APTMS vezan je salicilaldehid, nakon ¢ega
je na nastale N-saliciliden-n-propilaminske skupine vezan ion Fe*" (sintetski slijed C sa slike
3.2., uzorak oznacen kao TiNT-Fe(Salp),-C). UV-Vis refleksijski spektri i FTIR spektri tako
modificiranih titanatnih nanocjev¢ica prikazani su na slikama 4.26. i 4.27. Kao i u slu¢aju
analognog kompleksa bakra(11), nakon vezanja iona Fe** na povrsinu titanatnih nanocjevéica
funkcionaliziranih N-saliciliden-n-propilaminskim ligandom vibracijska vrpca pri 1634 cm™

v .. . .. . -1 L. o .
pomice se prema manjim valnim brojevima, a vrpca pri 1278 cm ~ prema veéima, Sto ukazuje

K.s"

(b)
(@)
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A/ nm

Slika 4.26. Spektri UV/Vis difuzne reflektancije (a) uzorka TiNT-Fe(Salp),-C i
(b) uzorka titanatnih nanocjev¢ica modificiranih s APTMS i podvrgnutih

reakciji sa salicilaldehidom. K/S je Kubelka-Munkova funkcija.
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transmitancija
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Slika 4.27. FTIR spektri (a) uzorka TiNT-Fe(Salp),-C i (b) titanatnih
nanocjevc¢ica modificiranih s APTMS i podvrgnutih reakciji sa salicilaldehidom.

[ TiNT J

Slika 4.28. Struktura i nacin vezanja N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa

zeljeza(III) na titanatne nanocjevcice.
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na vezanje iona Fe* na sva raspoloZiva ligandna mjesta. Kemijskom analizom modificiranih
nanocjevéica za omjer mnozina n(Fe) / n(Ti) dobivena je vrijednost 0,051, gotovo identi¢na
prosjecnoj vrijednosti omjera kompleksiranog metala i titanija u titanatnim nanocjevcicama
povrsinski modificiranima N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom bakra(ll) (tablica
4.13.). To znaci da i u titanatnim nanocjevéicama povrsinski modificiranima N-saliciliden-n-
propilaminskim kompleksom Zeljeza(Ill) na svaki ion zeljeza dolaze po dvije iminske
skupine, §to omogucuje zakljuCak da naCin vezanja kompleksa na titanatne nanocjevcice i

njegova struktura odgovaraju slici 4.28.

4.3.2. Elektrokemijska i elektrokataliticka svojstva titanatnih nanocjevcica povrsinski

modificiranih s N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(Ill)

S obzirom da titanatne nanocjev€ice ne provode elektrinu struju, da bi se istraZila
elektrokemijska svojstva povrSinski modificiranih titanatnih nanocjevcica, bilo ih je potrebno
ugraditi u vodljivu matricu. Kao vodljiva matrica odabrana je grafitna pasta dobivena
umjesavanjem male koli¢ine parafinskog ulja u grafitni prah, kako je opisano u pogl. 3.4.1.
Budu¢i da su salicilidenski ligandi elektroaktivni, pri ¢emu elektrokemijska redukcija liganda

206,238,239 prije

elektrokemijskog ispitivanja titanatnih nanocjevCica modificiranih sa N-saliciliden-n-

dovodi do raspada kompleksa, a oksidacija do njegove polimerizacije,

propilaminskim kompleksom Zeljeza(Ill) odredeno je podru¢je potencijala u kojem se
modificirane nanocjev€ice mogu polarizirati bez da dode do degradacije ili polimerizacije
povrsinski vezanog kompleksa. U tu je svrhu priredena elektroda od grafitne paste
modificirane s titanatnim nanocjev€icama na ¢iju je povrSinu bio vezan samo
N-saliciliden-n-propilaminski ligand, prireden reakcijom salicilaldehida s titanatnim
nanocjevéicama silaniziranima s APTMS. Ciklicki voltamogram tako priredene elektrode
prikazan je na slici 4.29. Na voltamogramu se uocava ireverzibilni anodni val u podruc¢ju
potencijala ve¢em od 800 mV te nekoliko slabije izrazenih katodnih valova u podrucju
potencijala od 700 do —400 mV, nakon kojih slijedi nagli porast katodne struje. Anodni val
moze se pripisati ve¢ spomenutoj oksidaciji salicilidenskog liganda, dok su katodni valovi
ocito povezani s redukcijom nastalih produkata, s obzirom da se skra¢ivanjem anodne granice
voltamograma ti valovi u povratnom (katodnom) ciklusu vise ne pojavljuju (slika 4.29.,
voltamogram prikazan isprekidanom crtom). Podrucje potencijala u kojem je salicilidenski

ligand elektrokemijski inaktivan proteZe se izmedu —400 i 800 mV.
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Slika 4.29. Cikli¢ki voltamogrami titanatnih nanocjev¢ica modificiranih N-saliciliden-
n-propilaminskim ligandom. Isprekidanom crtom prikazan je voltamogram snimljen u
kraéem podrucju potencijala (v. tekst). Osnovni elektrolit: fosfatni pufer, c(P) =

0,1 mol dm3, pH = 6,0; brzina promjene potencijala: v = 50 mV s .

Ciklicki voltamogram titanatnih nanocjev€ica s imobiliziranim N-saliciliden-n-propil-
aminskim kompleksom Zzeljeza(III), snimljen u podruéju potencijala izmedu —300 i 700 mV,
prikazan je na slici 4.30. Par voltametrijskih valova koji se na voltamogramu uocavaju pri
potencijalima od otprilike 30 1 190 mV moze se pripisati kvazireverzibilnoj redukciji,
odnosno oksidaciji zeljezova kationa u N-saliciliden-n-propilaminskom kompleksu vezanom

na povrsinu titanatnih nanocjevcica:
[Fe"'(Salp)]” + e 2 [Fe'(Salp)] (4.11)

gdje Salp oznacava N-saliciliden-n-propilaminski ligand. Elektrokemijski proces opisan
jednadzbom 4.11. analogan je procesu reverzibilne oksidacije, odn. redukcije zeljezova iona u
salenskom kompleksu,**® no u odnosu na njega odvija se pri gotovo 500 mV pozitivnijem
potencijalu (Epz = 110 mV). Takav anodni pomak moze se objasniti ve¢om fleksibilnoscéu

N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa u odnosu na salenski kompleks. Naime, salenski
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Slika 4.30. Ciklicki voltamogrami titanatnih nanocjevéica modificiranih
N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(Il) snimljen u Cistom
osnovnom elektrolitu (isprekidana crta) i u prisutnosti 5 mmol dm2 H,0, (puna
crta). Ostali uvjeti kao na slici 4.29.

ligand (slika 3.3.) vrlo je krut i jako stabilizira oksidacijsko stanje +3 centralnog iona Zeljeza,
$to standardni potencijal redoks para [Fe''(Salen)]* / [Fe"'(Salen)] pomi&e u katodnom smjeru.
Povrsinski vezani ligandi koji koordiniraju ion Zzeljeza u N-saliciliden-n-propilaminskom
kompleksu Zeljeza(Ill) vezanom na titanatne nanocjevcice (slika 4.28.) daleko su fleksibilniji i
N-saliciliden-n-propilaminskom kompleksu laksa nego u analognom salenskom kompleksu pa
je standardni potencijal redoks-para [Fe"'(Salp).]* / [Fe'(Salp),] pomaknut anodnije.

S obzirom na potencijal pri kojem se odvija proces opisan jednadzbom 4.11., za ocekivati
je da N-saliciliden-n-propilaminski kompleks Zeljeza(IIl) pokazuje elektrokataliticka svojstva
pri redukciji vodikova peroksida (E°(H,0,/ H,0) = 1,57 V prema Ag/AgCl/3M KCI). Da je
tome doista tako potvrduje cikli¢ki voltamogram titanatnih nanocjevc€ica s imobiliziranim
N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(Ill) snimljen u prisutnosti vodikova
peroksida (slika 4.30.). Na voltamogramu se pri potencijalima na kojima zapocinje redukcija
zeljeza(IlT) iz N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa (E = 325 mV) opaza nagli porast

jakosti katodne struje. S obzirom da se pri identi¢nim uvjetima redukcija vodikova peroksida
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na elektrodi od nemodificirane grafitne paste primjetnom brzinom pocinje zbivati tek pri
potencijalima negativnijima od —350 mV, ocito je da je opazena katodna struja posljedica
elektrokataliticke redukcije vodikova peroksida na titanatnim nanocjev¢icama modificiranima
N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(lll). Budu¢i da se taj proces odvija pri
relativno pozitivnim potencijalima, zanimljiv je s elektroanalitiCkog aspekta jer omogucuje
amperometrijsko odredivanje vodikova peroksida pri umjerenim potencijalima na kojima su
interferencije uslijed prisustva drugih elektroaktivnih tvari u uzorku minimalne.

Ovisnost jakosti elektrokataliticke struje redukcije vodikova peroksida pri 0 V na
rotirajucoj disk-elektrodi modificiranoj s titanatnim nanocjev¢icama na koje je imobiliziran
N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(Ill) o koncentraciji H,O u otopini prikazana
je na slici 431. U podrugju koncentracija vodikova peroksida od 100 pumol dm™ do

6 mmol dm 2 strujni odziv elektrode je linearan (r? = 0,9991) i slijedi ovisnost:

j/Acm?=(0,171 % 0,001):[c(H202) / mol dm~] + 0,014 + 0,003

0,8 -

0.4

0,0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

¢(H,0,) / mmol dm™

Slika 4.31. Ovisnost jakosti struje uslijed elektrokataliticke redukcije H,O, na rotirajucoj
disk-elektrodi modificiranoj s titanatnim nanocjevCicama s povrSinski imobiliziranim
N-salisiliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(Ill) o koncentraciji H,O, u otopini.
Elektroda pripremljena na nacin opisan u pogl. 3.4.2. Osnovni elektrolit: fosfatni pufer, c(P) =

0,1 mol dm™, pH = 6,0; kutna brzina: @ = 94,4 s™*; radni potencijal: E=0 V.
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Iz dobivene ovisnosti elektrokataliticke struje o koncentraciji HoO, moze se procijeniti brzina
elektrokataliticke redukcije vodikova peroksida na titanatnim nanocjev€icama s povrSinski
imobiliziranim N-salisiliden-n-propilaminskim kompleksom Zzeljeza(IlI). S obzirom da su
salenski i N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(III) strukturno vrlo sli¢ni, moze se
pretpostaviti da elektrokemijsku redukciju vodikova peroksida kataliziraju na isti na¢in. Uz tu
pretpostavku kataliticka redukcija vodikova peroksida na elektrodi modificiranoj s titanatnim

nanocjevéicama na koje je imobiliziran N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(III)

moze se opisati sljedecom reakcijskom shemom:**®
[Fe"'(Salp),]" + e = [Fe''(Salp).] (4.12))
[Fe'(Salp),] + H,0, + H" — [Fe"(Salp),]" + "OH + H,0 (4.13)
[Fe'(Salp)z] + *OH + H* — [Fe"!(Salp)2]" + H;0 (4.14)

u kojoj je proces opisan jednadzbom 4.14. brz pa je ukupna brzina elektrokatalitiCkog procesa
odredena brzinama procesa 4.12. 1 4.13. Pri dovoljno velikoj katodnoj polarizaciji elektrode
reakcija 4.12. takoder postaje brza pa kinetika heterogenog elektrokatalitickog procesa
opisanog reakcijama 4.12.—4.14. postaje odredena brzinom kojom se odvija proces 4.13. Pri

tim uvjetima jakost elektrokataliticke struje redukcije vodikova peroksida dana je sa:

1=2-F -k, - I'(Fe(Salp),) - € g (4.15.)
gdje je F Faradayeva konstanta, k;, je konstanta brzine heterogene reakcije 4.13., 7{Fe(Salp),)
je povrsinska koncentracija N-saliciliden-n-propilaminskog kompleksa Zzeljeza(Ill), a Cx=0) je
koncentracija vodikova peroksida uz povrSinu elektrode. Ako se mjerenje provodi na

rotirajucoj disk-elektrodi, koncentracija vodikova peroksida uz povrSinu elektrode odredena je

Levichevom jednadZzbom:

j j
Cy)=Co|1-——|=¢C,|1- 4.16.
(x=0) b( JLJ b[ _01 62'2 F Vl/6D2/3a)l/2ij ( )

gdje je ¢, mnozinska koncentracija H,O, u otopini, j_ grani¢na struja, v kinemati¢ka

viskoznost otopine (0,01 cm?/s), D difuzijski koeficijent H,0, (1,6:10° cm%s), a @ kutna
brzina elektrode. Koncentracije vodikova peroksida uz povrsinu elektrode izracunate pomocéu
relacije 4.16. iz podataka prikazanih na slici 4.30. dane su u tablici 4.14. Za svaku izraunatu
koncentraciju Cx=0) pomocu relacije 4.15. izracunata je pripadna vrijednost konstante k, koja

je takoder prikazana u tablici 4.14., pri ¢emu je vrijednost 7/{Fe(Salp),) odredena
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integriranjem naboja ispod voltametrijskog maksimuma pri 190 mV na ciklickom
voltamogramu modificirane elektrode (Q=2,10 uC cm 2, 7{Fe(Salp),)=2,18-10** mol cm™).
Iz dobivenih podataka izracunata je srednja vrijednost konstante heterogene elektrokataliticke
reakcije 4.13., ky = 4,67-10* dm® mol™* s*. Tako velika vrijednost konstante k, pokazuje da
N-saliciliden-n-propilaminski kompleks zeljeza(IlI) vrlo efikasno Kkatalizira elektrokemijsku
redukciju vodikova peroksida. Usporedbe radi, konstante heterogenih elektrokatalitickih
reakcija redukcije H,O, reda veli¢ine 10* dm® mol™ s dosad su opaZene samo na
elektrodama modificiranima Zeljezovim(IIl) heksacijanoferatom(ll), trenutno najboljim

poznatim anorganskim katalizatorom za elektrokemijsku redukciju vodikova peroksida.*?

Tablica 4.14. Koncentracija H,0; uz povrsinu elektrode i pripadne vrijednosti

konstante ki za podatke sa slike 4.30. Izra¢unato prema relacijama 4.15. 1 4.16.

%?;Hofa;)] _/3 j/ mA cm™ ?\’flzr‘;]((;lz(?rﬁ)_g,/ kr, / dm® mol™ st
0,1 0,0314 0,100 5,45-10%
0,2 0,0477 0,199 5,66-10"
0,5 0,0978 0,499 4,64-10
1,0 0,1865 0,998 4,43-10*
2,0 0,3510 1,998 4,17-10*
4,0 0,7170 3,998 4,26-10"
6,0 1,0300 5,997 4,08-10*

4.3.3. Kovalentna imobilizacija peroksidaze na titanatne nanocjevcéice modificirane s APTMS

Imobilizacija peroksidaze na titanatne nanocjevéice izvedena je na dva nacina (pogl. 3.2.3.),

metodama uobicajenim za kovalentno vezanje enzima na ¢vrste nosace:?%?

(i) povezivanjem
amino skupina perifernih lizinskih ogranaka peroksidaze s povrSinskim amino skupinama
silaniziranih titanatnih nanocjevC€ica pomocu prikladnog bifunkcionalnog reagensa
(glutaraldehida, tereftaloil diklorida, p-benzokinona ili askorbinske kiseline) te (ii) izravnim
povezivanjem povrsinskih amino skupina silaniziranih titanatnih nanocjevcica s aldehidnim

skupinama dobivenima selektivnom oksidacijom perifernih Secera peroksidaze perjodatom.
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Nakon imobilizacije peroksidaze na silanizirane titanatne nanocjevcice, specificna kataliticka
aktivnost modificiranih nanocjev¢ica odredena je amperometrijski, mjerenjem kinetike
nastajanja  ABTS radikal-kationa u peroksidazom Kkataliziranoj oksidaciji ABTS-a s
vodikovim peroksidom, na nacin opisan u pogl. 3.3.2. Tipian kronoamperogram redukcije
ABTS radikal-kationa snimljen u suspenziji titanatnih nanocjev€ica modificiranih s
peroksidazom u otopini koja je sadrzavala ABTS i vodikov peroksid prikazan je na slici 4.32.
Usporedbom nagiba linearnog dijela kronoamperograma snimljenog u suspenziji titanatnih
nanocjevCica modificiranih s peroksidazom s nagibom linearnog dijela kronoamperograma
snimljenog u otopini peroksidaze poznate aktivnosti izracunate su specificne aktivnosti
modificiranih nanocjevcica prikazane u tablici 4.15.

Podaci prikazani u tablici 4.15. pokazuju da je specifi¢na kataliticka aktivnost titanatnih
nanocjevcica na koje je peroksidaza imobilizirana pomocéu p-benzokinona izmedu 15 i 30
puta veca od specificne kataliticke aktivnosti titanatnih nanocjevcica na koje je peroksidaza
imobilizirana pomoc¢u drugih bifunkcionalnih reagensa (glutaraldehida, tereftaloil diklorida,
askorbinske kiseline), otprilike 4,5 puta veca od specificne katalitiCke aktivnosti titanatnih

nanocjevcica na koje je peroksidaza imobilizirana izravno, nakon oksidacije perifernih Secera

g | L dodatak H O,
~

-0,5 -

777777 ;- nagib lineranog dijela

-1,0 kronoamperograma

-1,5 +

-2,0 ~

_2)5 T T T T T T T T T T T

0 25 50 75 100 125 150

t/s

Slika 4.32. Tipican hidrodinamicki kronoamperogram redukcije ABTS radikal-kationa
snimljen u suspenziji titanatnih nanocjev¢ica s imobiliziranom peroksidazom u otopini ABTS
i H,0, (c(H202) = 250 umol dm3, c(ABTS) = 1 mmol dm®). Osnovni elektrolit: fosfatni
pufer, ¢(P) = 0,1 mol dm ™3, pH = 6,0; potencijal: E = 0 mV.
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Tablica 4.15. Specifi¢ne katalitiCke aktivnosti (Asp) nemodificiranih titanantnih
nanocjevCica (TiNT-NH,), titanatnih nanocjevéica s fizi¢ki adsorbiranom
peroksidazom (TiNT-NH,---HRP) i titanatnih nanocjevéica s peroksidazom

imobiliziranom pomocu razli¢itih imobilizacijskih reagensa (N = 3)

Imobilizacijski reagens A,/ Umg™
p-benzokinon 40+0,3
perjodat 0,9+0,1
glutaraldehid 0,24 + 0,06
tereftaloil diklorid 0,22+ 0,01
askorbinska kiselina 0,13+ 0,02
TiNT-NH,---HRP 0,09 + 0,02
TiNT-NH, 0

perjodatom, te otprilike 45 puta veca od specificne Kkataliticke aktivnosti titanatnih
nanocjevc€ica na koje je peroksidaza imobilizirana fiziCkom adsorpcijom. Vrlo mala specifi¢na
kataliticka aktivnost titanatnih nanocjevcica na koje je peroksidaza imobilizirana iskljucivo
fizickom adsorpcijom je ocekivana, s obzirom da su pri vrijednosti pH od 6,0 (pri kojoj je
izvr$ena imobilizacija enzima) molekule peroksidaze pozitivno nabijene (pI = 8,8),” jednako
kao S§to su pozitivno nabijene (tj. protonirane) i povrSinske amino skupine titanatnih
nanocjevéica modificiranih s APTMS (pK, = 8,5) pa je zbog odbojnih elektrostatskih
interakcija adsorpcija peroksidaze na povrSinu nanocjevcica slaba. Znacajno veca specificna
kataliticka aktivnost titanatnih nanocjev€ica na €iju je povrSinu peroksidaza imobilizirana
pomocu p-benzokinona stoga potvrduje polaznu pretpostavku o kovalentnom vezanju
peroksidaze na povrSinu nanocjevéica funkcionaliziranih s amino skupinama.

S obzirom da se imobilizacija peroksidaze pomocu p-benzokinona pokazala superiornom
u odnosu na druge metode imobilizacije iskuSane u ovom radu, u nastavku istrazivanja
usredotocilo se isklju¢ivo na tu metodu imobilizacije. Budu¢i da koli¢ina enzima
imobiliziranog na ¢vrsti nosa¢ ovisi o na¢inu slaganja makromolekula enzima na povrSinu
nosaca, §to pak moze ovisiti o koncentraciji enzima u otopini iz koje se provodi imobilizacija,

istrazeno je kako pocetna koncentracija peroksidaze u imobilizacijskoj otopini utje¢e na masu
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peroksidaze imobilizirane po jedini¢noj masi titanatnih nanocjev¢ica. Masa imobiliziranog
enzima odredena je amperometrijskim mjerenjem kataliticke aktivnosti otopine peroksidaze
prije 1imobilizacije enzima te kataliticke aktivnosti supernatanta preostalog nakon
imobilizacije enzima na odredenu masu titanatnih nanocjev¢ica, na na¢in analogan nacinu
opisanom u pogl. 3.3.2. Iz dobivenih rezultata, prikazanih u tablici 4.16., vidljivo je da
koli¢ina imobilizirane peroksidaze, iskazana po jedinicnoj masi titanatnih nanocjevcica, ostaje
konstantna u podru&ju koncentracija peroksidaze od 2 mg/cm?® do relativno visokih 10 mg/cm?®
te da u prosjeku iznosi 0,138+0,004 mg peroksidaze po miligramu silaniziranih titanatnih
nanocjevCica. To upuéuje na zakljuak da se pri opisanim uvjetima imobilizacije molekule
peroksidaze na povrSini titanatnih nanocjevCica razmjestaju na nacin da iskoristavaju, odn.
zasjenjuju sva raspoloziva aktivna mjesta za kovalentno vezanje, Sto sugerira imobilizaciju
peroksidaze u kompaktnom, gustom povrSinskom sloju. Iz tog razloga ocito je da povecanje
koncentracije peroksidaze u imobilizacijskoj otopini iznad vrijednosti od 2 mg/cm® ne bi
imalo smisla jer bi rezultiralo pove¢anom potroSnjom enzima, a ne bi dovelo do poveéanja
koli¢ine imobilizirane peroksidaze.

Kinetika vezanja peroksidaze na titanatne nanocjev€ice modificirane s APTMS i
funkcionalizirane p-benzokinonom istrazena je odredivanjem koli¢ine HRP koja se vezala na
povrSinu nanocjev€ica tijekom odredenog vremena imobilizacije, pri ¢emu je koli¢ina
imobilizirane HRP odredena na istovjetan nain kao 1 prilikom odredivanja koli¢ine

imobilizirane peroksidaze pri razli¢itim poc¢etnim koncentracijama peroksidaze u imobiliza-

Tablica 4.16. Masa peroksidaze (HRP) imobilizirane na 1 mg silaniziranih
titanatnih nanocjevcica funkcionaliziranih s p-benzokinonom pri razli¢itim
pocetnim masenim koncentracijama peroksidaze u imobilizacijskoj otopini

(fosfatni pufer, c(P) = 0,1 mol/dm?, pH = 6,0; trajanje imobilizacije: 2 h)

%(HRP) / (mg cm™) m(HRP) / mg

2,0 0,140
4,0 0,132
7,0 0,138
10,0 0,142
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Tablica 4.17. Masa peroksidaze (HRP) imobilizirane na 1 mg silaniziranih
titanatnih nanocjevc€ica funkcionaliziranih s p-benzokinonom pri razlic¢itim
vremenima imobilizacije (pocetna masena koncentracija peroksidaze u otopini

za imobilizaciju: 3(HRP) = 2,0 mg/cm?; ostali uvjeti kao kod tablice 4.16.)

t/h m(HRP) / mg
0,5 0,136

1 0,141

2 0,130

4 0,146

7 0,135

cijskoj otopini, tj. na temelju razlike kataliti¢ke aktivnosti otopine prije i nakon imobilizacije
enzima. Iz dobivenih rezultata, prikazanih u tablici 4.17., moze se uociti da se poveéanjem
trajanja imobilizacije s 30 min na 7 sati ne utjeCe znacajno na koli¢inu imobilizirane
peroksidaze, koja je u svim slu€ajevima iznosila otprilike 0,138 mg peroksidaze po miligramu
titanatnih nanocjevéica. Stoga je u svim daljnjim eksperimentima imobilizacija peroksidaze

na povrsinu titanatnih nanocjevcica provodena tijekom 60 minuta.

4.3.4.Elektrokemijska i bioelektrokataliticka svojstva titanatnih nanocjevéica s kovalentno

imobiliziranom peroksidazom

Jednako kao i u slucaju titanatnih nanocjevc¢ica modificiranih N-saliciliden-n-propilaminskim
kompleksom Zeljeza(Ill) 1 titanatne nanocjev€ice s kovalentno vezanom peroksidazom bilo je
potrebno ugraditi u vodljivu matricu kako bi se nanocjevcice imobilizirale na elektrodu i kako
bi im se mogla istraziti elektrokemijska svojstva. Kako bi se izbjeglo susenje titanatnih
nanocjev¢ica nakon imobilizacije peroksidaze (a s tim povezana i opasnost od denaturacije
imobiliziranog enzima), kao matrica za ugradnju modificiranih nanocjev¢ica odabrana je
"grafitna tinta" dobivena dispergiranjem grafithnog praha u puferiranoj vodenoj otopini
sulfoniranog fluoropolimera Nafiona (pogl. 3.4.3.) U tu su suspenziju dodane titanatne
nanocjevéice s imobiliziranom peroksidazom i dispergirane vorteksiranjem. Dobivena

suspenzija lako se mikropipetom mogla prenijeti na povrSinu grafitne diske elektrode te
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ostaviti da se osusi u tanak film. S obzirom da nakon isparavanja otapala iz otopine Nafiona
dobiveni ¢vrsti polimer vise nije topljiv u vodi, dobiveni vodljivi filmovi trajno su
imobilizirali titanatne nanocjevcice na elektrodu.

Tipi¢éna SEM mikrografija kompozitnog filma grafita, titanatnih nanocjevc¢ica i Nafiona
prikazana je na slici 4.33. Uocava se da je film sastavljen od nepravilnih, plocastih Cestica
grafita, izmedu kojih se nalaze pore promjera i do nekoliko mikrometara. Neke Cestice grafita
prekrivene su gustom mrezom titanatnih nanocjevcica, no neke su u potpunosti nepokrivene
pa je ocito da titanatne nanocjevCice nisu jednakomjerno rasporedene po kompozitu. Na
veliku poroznost kompozitnog filma upucuju i ciklicki voltamogrami snimljeni s elektrodama
na koje je bio nanesen spomenuti kompozit. Na voltamogramima snimljenima u c¢istom
osnovnom elektrolitu u podru¢ju potencijala u kojem se na radnoj elektrodi ne odvija nikakav
faradayski proces (slika 4.34) jasno se uocava izuzetno velika kapacitivna struja uzrokovana
velikim kapacitetom elektrode. Specifi¢ni kapacitet elektrode moze se izracunati iz linearne

ovisnosti kapacitivne struje o brzini promjene potencijala:
Jp = CspecV

gdje je jp srednja vrijednost gustoce kapacitivne struje, Cspec je specificni kapacitet elektrode, a
v je brzina promjene potencijala. Kako je vidljivo sa slike 4.35., kapacitivna struja izmjerena
na elektrodi modificiranoj s filmom kompozita grafita i Nafiona linearno ovisi o brzini
promjene potencijala, pri ¢emu nagib dobivenog regresijskog pravca iznosi Cspec = (570 + 10)
uF cm 2, radunato prema geometrijskoj povrSini elektrode. S obzirom da specifi¢ni kapacitet
planarnih grafitnih elektroda iznosi 30-50 pF cm2,** procijenjeno je da kompozitni film
deponiran na elektrodu ima stvarnu povr§inu izmedu 11,5 i 20 cm?. Ta je vrijednost pedeset
do sto puta veca od geometrijske povrsine elektrode i jasna je indikacija poroznosti koriStenog
kompozita.

Cikli€ki voltamogram titanatnih nanocjevc€ica s imobiliziranom peroksidazom, ugradenih
u kompozit grafita i Nafiona, prikazan je na slici 4.36. U ¢istom osnovnom elektrolitu
(voltamogram prikazan isprekidanom crtom) na voltamogramu se uocavaju dva para slabo
definiranih voltametrijskih maksimuma superponiranih na visoku osnovnu (kapacitivnu)
struju. Voltametrijski maksimumi koji se na voltamogramu pojavljuju pri potencijalu od
otprilike 0 i 105 mV mogu se pripisati reverzibilnoj oksidaciji, odn. redukciji

benzokinona®*?* kojim je povrina silaniziranih titanatnih nanocjevéica bila funkcionalizi-
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Slika 4.33. Tipi¢na SEM mikrografija vodljivog kompozita grafita i Nafiona

u koji su ugradene titanatne nanocjevcice s imobiliziranom peroksidazom.
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Slika 4.34. Osnovna struja na grafitnoj disk-elektrodi modificiranoj s kompozitom
grafita i Nafiona snimljena pri brzini promjene potencijala od (a) 20, (b) 50 i (c)
100 mV/s. Osnovni elektrolit: fosfatni pufer, c(P) = 0,1 mol dm™, pH = 6,0.
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Slika 4.35. Ovisnost srednje vrijednosti gustoce kapacitivne struje (jp) 0 brzini
promjene potencijala (v) na grafitnoj disk-elektrodi modificiranoj s kompozitom

grafita i Nafiona. Uvjeti kao na sl. 4.34.
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Slika 4.36. Ciklicki voltamogram titanatnih nanocjev€ica s imobiliziranom perokzidazom
ugradenih u kompozit grafita i Nafiona, snimljen u ¢istom osnovnom elektrolitu (isprekidana
crta) i u prisutnosti 1 mmol dm™ H,O, (puna crta). Osnovni elektrolit: fosfatni pufer, c(P) =

0,1 mol dm™3, pH = 6,0; brzina promjene potencijala: v =50 mV s™.
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rana kako bi se na nju mogla imobilizirati peroksidaza. Katodniji par voltametrijskih
maksimuma, koji se javljaju pri otprilike —65 1 —220 mV, moze se pripisati redoks-prijelazima
Zeljeza iz hema peroksidaze izmedu oksidacijskih stanja +2 i +3.%* Posljednju pretpostavku
potkrepljuje Cinjenica da u prisutnosti vodikova peroksida katodni maksimum pri —220 mV
znacajno poraste, dok se anodni maksimum pri —65 mV smanji (slika 4.36., voltamogram
prikazan punom crtom), iz Cega proizlazi da elektroaktivna vrsta povezana s navedenim
parom voltametrijskih maksimuma katalizira elektrokemijsku redukciju vodikova peroksida.
Opisani rezultati upucuju na zakljuCak da je peroksidaza imobilizirana na titanatne
nanocjevcice elektrokemijski aktivna, odnosno da je ugradnjom titanatnih nanocjevéica s
imobiliziranom peroksidazom u vodljivi kompozit grafita i Nafiona ostvaren efikasni
elektronski kontakt izmedu vodljive matrice i redoks-centra imobiliziranog enzima. Kako bi
se ta pretpostavka provjerila, u nastavku istrazivanja pozornost je usmjerena na
elektrokemijsku aktivnost imobilizirane peroksidaze u podru¢ju potencijala pozitivnijem od
0 V, u kojem dolazi do redukcije spoja I i spoja 11, meduprodukata u prirodnom katalitickom
ciklusu peroksidaze (pogl. 2.1.3.).

Pri dinamic¢kim mjerenjima kakva su prikazana na slici 4.36. u podru¢ju potencijala
pozitivnijem od 0 mV nije uoCena znacajnija elektrokemijska aktivnost peroksidaze
imobilizirane na titanatne nanocjevcice. Minorno povecanje jakosti katodne struje u podrucju
potencijala izmedu 500 i 100 mV u prisutnosti vodikova peroksida moglo bi se pripisati
redukciji spoja | i spoja Il, no opazena promjena nalazi se unutar granica reproducibilnosti
mjerenja na KoriStenim elektrodama pa je svaka interpretacija nesigurna. Stoga su daljnja
elektrokemijska mjerenja izvedena na rotirajucoj disk-elektrodi, u hidrodinamickim uvjetima,
ali pri konstantnom potencijalu, pri kojem je kapacitivna struja eliminirana, tako da je mjereni
strujni odziv elektrode iskljuc¢ivo posljedica faradayskog procesa koji se na njoj zbiva.
Dobiveni hidrodinamicki voltamogrami, snimljeni u prisutnosti 20 pmol/dm*® vodikova
peroksida na elektrodi modificiranoj kompozitom grafita i Nafiona u koji su bile ugradene
titanatne nanocjevcice funkcionalizirane s p-benzokinonom, odn. titanatne nanocjevcice s
imobiliziranom peroksidazom, prikazani su na slici 4.37.

Iz prikazanih je hidrodinamickih voltamograma vidljivo da na elektrodi modificiranoj s
titanatnim nanocjev¢icama na koje je imobilizirana peroksidaza redukcija vodikova peroksida
zapocinje ve¢ pri potencijalu od 500 mV. Pri istim uvjetima redukcija vodikova peroksida na

elektrodi modificiranoj s titanatnim nanocjev€icama koje su funkcionalizirane samo s
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Slika 4.37. Stacionarni hidrodinamicki voltamogrami redukcije H20,, c(H.0,) =
20 pmol dm3, na rotirajuéoj disk-elektrodi modificiranoj s titanantnim nanocjevéicama
funkcionaliziranima s p-benzokinonom (TiNT-BQ), odn. s kovalentno imobiliziranom

peroksidazom (TiNT-HRP). Kutna brzina: o = 94,4 s*. Ostali uvjeti kao na sl. 4.36.

p-benzokinonom (tj. na koje nije imobiliziran enzim) mjerljivom brzinom zapocinje tek pri
potencijalu od —200 mV, S§to je jasna indikacija da je za opaZeni kataliticki efekt pri redukeciji
vodikova peroksida odgovorna peroksidaza imobilizirana na titanatne nanocjevc€ice. S
obzirom da se pri potencijalu od 500 mV od elektroaktivnih vrsti uklju¢enih u kataliticki

ciklus peroksidaze reducirati mogu jedino spoj I i spoj 11,

peroksidaza imobilizirana na
titanatne nanocjevc€ice oc€ito je zadrzala svoju prirodnu kataliti¢ku aktivnost. Stoga se moze
zakljuciti da se redukcija vodikova peroksida na elektrodi modificiranoj s titanatnim
nanocjevCicama na koje je imobilizirana peroksidaza odvija bioelektrokatalitickim
mehanizmom prikazanim jednadzbama 2.7.-2.9. (pogl. 2.1.3.), u kojem se redukcija spoja I i

spoja Il izvodi izravnim prijenosom elektrona s elektrode na redoks-centar peroksidaze.
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S obzirom da na kinetiku izravnog prijenosa elektrona izmedu elektrode i redoks-centra
peroksidaze utjete pH,™* u nastavku istraZivanja odreden je optimalni pH pri kojem
imobilizirana peroksidaza pokazuje najvecu kataliticku aktivnost, odnosno pri kojem je
bioelektrokataliticka struja redukcije vodikova peroksida najveca. U tu je svrhu izmjereno
kako se pri potencijalu od 0 V s promjenom pH mijenja jakost bioelektrokataliticke struje
redukcije 10 pmol/dm?® vodikova peroksida. Rezultati tih mjerenja prikazani su u tablici 4.18.
i na slici 4.38. Dobivena ovisnost bioelektrokatalitiCke struje o pH ima karakteristian oblik
obrnute parabole s maksimumom pri optimalnoj vrijednosti pH od 6,0. Pri toj su vrijednosti
pH provedena sva daljnja mjerenja vezana uz odredivanje bioelektrokatalitickih svojstava
peroksidaze imobilizirane na titanatne nanocjevcice.

Da bi molekule peroksidaze imobilizirane na povrSinu titanatnih nanocjevéica mogle
sudjelovati u izravnom prijenosu elektrona, istovremeno moraju biti ispunjena tri uvjeta: (i)
molekule peroksidaze imobilizirane na titanatne nanocjev€ice trebaju biti u izravnom
kontaktu s elektrodom (odn. vodljivom grafithnom matricom), (ii) imobilizacijom se
konformacija enzima ne smije toliko promijeniti da se izgubi njegova kataliticka aktivnost i
(iii) redoks-aktivni centar enzima mora biti u odgovarajucoj orijentaciji prema vodljivom
mediju (Cesticama grafita) koji ga okruzuje. Jasno je da sve molekule peroksidaze koje su
vezane na povrsinu titanatnih nanocjev€ica ne mogu biti u izravnom kontaktu s Cesticama
grafita koje ih okruzuju zbog nehomogene raspodjele nanocjevéica u kompozitu. Stoga se

postavlja pitanje u kojem udjelu molekule peroksidaze imobilizirane na povrSinu titanatnih

Tablica 4.18. Ovisnost jakosti bioelektrokataliticke
struje redukcije H,O, pri potencijalu od 0 V o pH.

pH I/ pA 1/ Ly - 100 / %
45 1,56 63,9
5,0 2,08 85,6
5,5 2,18 89,6
6,0 2,44 100,0
6,5 2,27 93,0
7,0 1,82 74.6
7,5 1,45 59,7
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Slika 4.38. Ovisnost jakosti bioelektrokataliticke struje redukcije H,O, pri potencijalu od 0 V
0 pH. Na ordinati su prikazane relativne vrijednosti struje, normalizirane prema maksimalnoj
struji izmjerenoj pri pH = 6,0. Prikazane su srednje vrijednosti i pripadajuce standardne

devijacije triju nezavisnih mjerenja. Uvjeti kao na sl. 4.37.

nanocjevc€ica sudjeluju u izravnom prijenosu elektrona s okolnim vodljivim medijem. Udio
molekula peroksidaze aktivnih u izravnom prijenosu elektrona moZe se izraCunati koriStenjem
modela kojeg su razvili Andreu i suradnici.?** Model je prvotno bio razvijen za elektrode s
peroksidazom adsorbiranom na povrsinu elektrode u monosloju, no moZe se primijeniti i za
slucaj peroksidaze imobilizirane na ¢vrsti nosa¢ ugraden u porozni vodljivi kompozit uz
pretpostavku da se koncentracijska polarizacija unutar pora kompozita moze zanemariti.
Prema navedenom modelu, jakost bioelektrokataliticke struje redukcije H,O, (j) u
stacionarnim uvjetima na rotirajucoj disk-elektrodi dana je relacijom:

2F_ K, 1 1
-1 sz per  Cx-0) keF DET

(4.17)

gdje je F Faradajeva konstanta, Ky je Michaelisova konstanta, /per je povrSinska

koncentracija molekula peroksidaze koje sudjeluju u izravnom prijenosu elektrona, cy=o) je
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koncentracija H,O, uz povrsinu elektrode, a ke je konstanta brzine reakcije za CEC proces
opisan jednadzbama 2.7.-2.9. (pogl. 2.1.3.). Koncentraciju vodikova peroksida uz povrsinu
elektrode moguce je izracunati iz jakosti stacionarne struje izmjerene na rotirajucoj disk-
elektrodi prema relaciji 4.16., kako je objasnjeno u pogl. 4.3.2.

Prema izrazu 4.17., recipro¢na vrijednost gustoce struje (1/)) uslijed bioelektrokataliticke
redukcije H,O, linearno ¢e ovisiti o recipro¢noj vrijednosti koncentracije H,O, uz povrSinu
elektrode. Kako bi se na temelju relacije 4.17. odredili parametri /per 1 ke, na elektrodi
modificiranoj s titanatnim nanocjev¢icama na koje je imobilizirana peroksidaza izmjerene su
jakosti struje redukcije vodikova peroksida u podruc¢ju koncentracija H,O, od 7 do
195 pmol dm™. Dobiveni podaci prikazani su na slici 4.39. u recipro¢nim koordinatama
prema jednadzbi 4.17. Kako se iz grafickog prikaza vidi, ovisnost je linearna. PovrSinska
koncentracija molekula peroksidaze angaziranih u izravnom prijenosu elektrona, /pgr, moze
se izraCunati iz nagiba dobivenog pravca, koji je jednak Ky/(2Fk,/pet), dok se konstanta ke

moze izraCunati iz odsjecka regresijskog pravca, koji je jednak 1/(2FKe/peT).
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Slika 4.39. Ovisnost recipro¢ne vrijednosti gustoce struje redukcije H2O, o recipro¢noj

vrijednosti koncentracije H,O, uz povrsinu elektrode.
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Da bi se moglo izracunati /pet, omjer ko/Ky bi trebao biti poznat. Kako ta vrijednost nije
poznata za peroksidazu imobiliziranu na titanatne nanocjevcice ili neki drugi ¢vrsti nosac,
preuzet je pristup Limogesa i suradnika®** koji se temelji na pretpostavci da je stvaranje spoja
| adsorbiranog na povrsini elektrode, odnosno u ovom radu stvaranje spoja | kod molekula
peroksidaze imobiliziranih na titanatne nanocjevcice, jednako brzo kao i u sluc¢aju slobodne
peroksidaze (tj. peroksidaze u otopini). Prema literaturnim podacima omjer ky/Ky iznosi
1,7-10" mol™ dm?® s.2*® Iz jednadZbe regresijskog pravca sa slike 4.39. izratunato je da uz
navedenu vrijednost ko/Ky povrSinska koncentracija molekula peroksidaze imobiliziranih na
titanatne nanocjevcice koje sudjeluju u izravnom prijenosu elektrona iznosi /pet = (2,77 +
0,03)-10 > mol cm 2, dok konstanta ke iznosi (2,1 + 0,3)-10% s .

S obzirom da vrijednost omjera ko/Ky za imobiliziranu peroksidazu najvjerojatnije nije
vecéa od vrijednosti tog omjera za slobodan enzim u otopini, izracunata vrijednost parametara
Ipet predstavlja donju granicu tog parametra, a izraCunata vrijednost parametra ke gornju
granicu. To bi znacilo da je kod elektroda koriStenih u ovom radu povrSinska koncentracija
peroksidaze koja sudjeluje u izravnom prijenosu elektrona najvjerojatnije veéa od 2,8-10 %2
mol cm™2 Tu vrijednost svakako treba kriti€ki razmotriti. Za peroksidazu adsorbiranu na

80-84 | literaturi se navode vrijednosti /per izmedu 0,9 i 2,6-10** mol cm™

planarne elektrode
pa izgleda nemoguce da se, uz sva ranije spomenuta ogranicenja, komparabilna vrijednost
povrsinske koncentracije bioelektrokataliticki aktivne peroksidaze dobije 1 u slu€aju elektroda
koriStenih u ovom radu. Objasnjenje za tu prividnu nelogi¢nost najvjerojatnije lezi u velikoj
poroznosti kompozita grafita i Nafiona u koji su ugradene titanatne nanocjevéice s
imobiliziranom peroksidazom. Zbog poroznosti kompozita u bioelektrokatalitickoj reakciji ne
sudjeluju samo molekule peroksidaze koje se nalaze na povrSini elektrode, ve¢ u njoj mogu
participirati 1 molekule smjeStene dublje u kompozitnom filmu. Stoga izracunata vrijednost

parametra /per zapravo predstavlja ukupnu koncentraciju bioelektrokataliticki aktivnih

molekula peroksidaze u poroznom filmu pa otuda njegova veca vrijednost od ocekivane.
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4.3.5. Analiticka svojstva elektroda modificiranih s titanatnim nanocjevcicama s
imobiliziranom peroksidazom i N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom
zeljeza(Ill)

S obzirom da su elektrode koriStene u kinetickim mjerenjima prikazanima u poglavljima
4.3.2. 1 43.4. bile priredene na identican nacin, tj. u vodljivom kompozitu kojim je bila
modificirana njihova povrSina sadrzavale su jednaku koli¢inu modificiranih nanocjev¢ica,
rezultati prikazani u navedena dva poglavlja omogucuju izravnu usporedbu analitickih
svojstava titanatnih nanocjev¢ica modificiranih s kovalentno vezanom peroksidazom,
odnosno N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom Zeljeza(IIl). Pri niskim koncentra-

cijama vodikova peroksida, pri kojima vrijedi Kz-Cx=0) << Km-ke, relacija 4.17. reducira se na:

j=2-F -;(—;-FDH *Cxe0) (4.18))
Izraz 4.18. analogan je izrazu 4.15., izvedenom za titanatne nanocjev¢ice modificirane
N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(IIl). Usporedbom tih dvaju izraza lako
se uocava da je u podru¢ju linearnog odziva modificiranih elektroda ovisnost jakosti
kataliticke struje o koncentraciji vodikova peroksida odredena umnoSkom konstante brzine
reakcije drugog reda (kn, odn. ko/Ky) i povrsinske koncentracije katalizatora (/; odn. /per).
Za titanatne nanocjevice modificirane N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom
eljeza(Ill) taj umnozak pri potencijalu od 0 V iznosi 1,02:10* s a za titanatne
nanocjevéice modificirane peroksidazom 4,71-10* s pa proizlazi da je, prema izmjerenim
kinetickim parametrima, elektrokataliticka efikasnost titanatnih nanocjevcica s kovalentno
vezanom peroksidazom otprilike 4,6 puta vec¢a od elektrokatalitiC¢ke efikasnosti titanatnih
nanocjevc¢ica modificiranih s N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(I1I).

Na slici 4.40. prikazana je ovisnost jakosti bioelektrokataliticke struje redukcije vodikova
peroksida pri 0 V na rotirajucoj disk-elektrodi modificiranoj s titanatnim nanocjev¢icama na
koje je imobilizirana peroksidaza o koncentraciji H,O, u otopini. U skladu s izrazom 4.18.,
ovisnost je linearna (r* = 0,9992) u podru¢ju mnozinskih koncentracija vodikova peroksida

od 200 nmol dm™> do 10 umol dm™2 i slijedi ovisnost:

j/Acm?=(1,11+0,01)-[c(H.02) / mol dm~] + 0,05 + 0,04
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Usporedbom s analognim izrazom danim u pogl. 4.3.2. vidljivo je da elektrode modificirane s
titanatnim nanocjev¢icama na koje je imobilizirana peroksidaza pokazuju 6,5 puta (tj. za
faktor 11,1 / 0,171) vecu osjetljivost prema vodikovom peroksidu nego elektrode
modificirane nanocjev¢icama na koje je imobiliziran N-saliciliden-n-propilaminski kompleks
zeljeza(Ill). Taj omjer relativno se dobro slaze s vrijednos¢u 4,6 predvidenom na temelju
izmjerenih kinetickih parametara.

S obzirom da podaci prikazani na slikama 4.31. i 4.40. zapravo predstavljaju bazdarne
pravce, njihov nagib odgovara analitickoj osjetljivosti modificiranih elektroda prema
vodikovom peroksidu, a omjer standardne devijacije to¢aka u odnosu na bazdarni pravac i
osjetljivosti odgovara granici detekcije (LOD) pri amperometrijskom odredivanju vodikova
peroksida priredenim elektrodama. Osnovne analiticke karakteristike elektroda modificiranih
titanatnim nanocjevéicama s imobiliziranom peroksidazom, odnosno N-saliciliden-n-

propilaminskim kompleksom zeljeza(I1l) sumarno su prikazane u tablici 4.19.

-j/pA cm

o

0 2 4 6 8 10
¢(H»0,) / pmol dm”

Slika 4.40. Ovisnost jakosti struje uslijed elektrokataliticke redukcije H,O, na rotirajucoj
disk-elektrodi modificiranoj s titanatnim nanocjev€icama s povrSinski imobiliziranom

peroksidazom o koncentraciji H,O; u otopini. Uvjeti mjerenja kao na slici 4.31.
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Tablica 4.19. Analiticke karakteristike elektroda modificiranih s titanatnim nanocjev¢icama s
imobiliziranom peroksidazom (HRP), odn. N-salisiliden-n-propilaminskim kompleksom

zeljeza(I1I) (Fe(Salp).) pri amperometrijskom odredivanju vodikova peroksida

HRP Fe(Salp),
osjetljivost / A M~ cm™ 1,11 0,17
LOD / pmol dm™ 0,035 55
granica linearnosti 10 umol dm’® 6 mmol dm

Iz dosad prikazanih podataka jasno je da titanatne nanocjevéice modificirane s
peroksidazom pokazuju bolja elektrokataliticka svojstva pri redukciji vodikova peroksida i
superiornije analitiCke karakteristike pri njegovom odredivanju no titanatne nanocjevéice
modificirane N-salisiliden-n-propilaminskim kompleksom Zzeljeza(Ill). Vrlo visoka osjetlji-
vost prema vodikovom peroksidu i nizak limit detekcije od 35 nmol dm™ &ini ih narogito
prikladnima za uporabu u amperometrijskim pretvornicima u biosenzorima temeljenim na
oksidazama, s obzirom da je kod takvih biosenzora koncentracija vodikova peroksida kojeg je
potrebno detektirati najceS¢e izuzetno mala. Analiticke karakteristike priredenih elektroda
modificiranih s titanatnim nanocjev¢icama s imobiliziranom peroksidazom usporedene su u
tablici 4.20. s analitickim karakteristikama drugih reprezentativnih amperometrijskih senzora
za vodikov peroksid opisanima u literaturi, kod kojih je peroksidaza bila imobilizirana na
planarnu elektrodu ili neki drugi ¢vrsti nosac. Kao §to je vidljivo iz tablice, elektrode izradene
u ovom radu pokazivale su otprilike jedan do tri reda veliCine vecu osjetljivost prema
vodikovom peroksidu nego vecina senzora prikazana u tablici 4.20. te jedan do dva reda
veli¢ine niZzu granicu odredivanja. Vecina senzora prikazanih u tablici 4.20. zahtijevala je
radne potencijale negativnije od —200 mV prema Ag/AgCl elektrodi, $to je indikacija da se
kataliticki ciklus tih senzora temeljio na oksidaciji 1 redukciji Zeljeza iz hema izmedu
oksidacijskih stanja +2 i +3, a ne na prirodnom Kkatalitickom ciklusu peroksidaze, koji
ukljucuje nastajanje spoja | i spoja Il. 1z razloga navedenih u Literaturnom pregledu (pogl.
2.1.3.), analiticka primjenjivost takvih senzora je upitna zbog izraZene interferencije
molekulskog kisika otopljenog u uzorku pri radnom potencijalu senzora. Gubitak nativnih
katalitickih svojstava peroksidaze kod tih je senzora vjerojatno uzrokovan deformacijama

globule enzima prilikom njegove imobilizacije na elektrodu, do ¢ega ne dolazi u slu¢aju imo-
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Tablica 4.20. Usporedba analitickih karakteristika elektroda modificiranih s titanatnim

nanocjevCicama s kovalentno imobiliziranom peroksidazom i drugih reprezentativnih

amperometrijskih senzora za vodikov peroksid

Nosac¢ za imobilizaciju HRP Osjetljivost / Linearnost / Granica E/V Ref.
A dm® mol™ cm™ pmol dm™ detekcije /
pmol dm™
povrsinski modificirane titanatne 1,01 do 10 0,035 0? Ova
nanocjevéice disertacija
polimerna mreza temeljena na 4,98-107 5-1,1- 10° 15 0P 245
Au-Cesticama
mezoporozni SnO, i TiO, 1,07 1-20 0,04 (Sn0O,) -0,2¢ 246
1,0 (TiOy)
nanosfere od organosilikat / 0,05 0,7-28:10° 0,25 —0,4¢ 247
kitozana
mezoporozne Suplje silikatne 0,56 3,9-140 1,2 -0,2°¢ 99
sfere
mreza TiO, nanocjevcica ---9 0,5-10 0.10 -0,2 d 248
Kompozit aluminosilikat/kitozan 0,17 2-175 0,7 —0,4¢ 249
SWCNT" 0,245 0,05 0° 250
MWCNT ' i N-dopirane CNT 0,065 (MWCNT) 1 (MWCNT) -0,6° 251
0,163 (N-CNT) 2 (N-CNT)
CNT modificirane s metilenskim 0,661 20 —400 0,1 -0,3¢ 252
plavilom
SWCNT modificirane s DNK 0,62 0,6-1,810° 0,3 —0,3" 253
SWCNT modificirane s 1,88 12,3145 3,7 —0,4¢ 254
kationskim surfaktantom (CTAB)
HRP adsorbirana na planarnu 0,41 0,05 0° 255
grafitnu elektrodu
NpirHRP adsorbirana na 2,0 0,01 -0,05" 92

planarnu Au ili Ag elektrodu

2vs. Hg/Hg,Cl,/3.5M KCI °vs. Ag/AgCI/3M KCI ©vs. Ag/AgCl (c(KCI) nije navedeno) “vs. SCE
®vs. Hg/Hg,S04/K,S0,, zas. Tvs. Ag/AgCI/0.1M KCI 9--- = nije navedeno "SWCNT = ugljikove

nanocjevéice s jednom stijenkom ' MWCNT = ugljikove nanocjevéice s vise stijenki 'CNT = ugljikove

nanocjevcice
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bilizacije peroksidaze na titanatne nanocjevc¢ice na nacin opisan u ovome radu, kako su to
pokazali rezultati kinetiCkih istrazivanja opisani u prethodnom poglavlju. Vrijedno je
napomenuti da u pogledu analitickih karakteristika elektrode priredene u ovom radu ulaze u
sam vrh analiti¢kih performansi dosad ostvarenih s amperometrijskim senzorima za vodikov
peroksid. Po osjetljivosti, granici odredivanja i radnom potencijalu elektrode modificirane s
titanatnim nanocjevéicama s kovalentno vezanom peroksidazom mogu se usporediti s
elektrodama temeljenim na peroksidazi adsorbiranoj na planarnu grafitnu elektrodu te se
priblizavaju analitickim karakteristikama elektroda s Npjs-rekombiniranom peroksidazom
adsorbiranom na srebrnu elektrodu.?*?>°

Osim dosad prikazanih analitickih karakteristika, za primjenu u amperometrijskim
biosenzorima bitna je i brzina odziva pretvornika te njegova vremenska stabilnost.
Amperometrijski odziv elektrode modificirane s titanatnim nanocjevicama na koje je
imobilizirana peroksidaza na uzastopne dodatke vodikova peroksida u mjernu ¢eliju prikazuje
slika 4.41. 1z prikazanog amperograma vidljivo je da je odziv elektrode vrlo brz, tipi¢no kraci
od 15 s, ¢ak 1 pri niskim mikromolarnim koncentracijama vodikova peroksida. Takoder,
primjecuje se da je odziv elektrode stabilan, kako pri niskim koncentracijama H,0,, tako i u
podrucju koncentracija vodikova peroksida pri kojima je odziv ve¢ izrazito nelinearan.
Vremenska stabilnost modificiranih elektroda prac¢ena je na skupu od Sest elektroda priredenih
istovremeno 1 na jednak nacin te iz iste SarZe titanatnih nanocjev€ica s imobiliziranom
peroksidazom. Elektrodama je u odredenim vremenskim intervalima odredivana osjetljivost
snimanjem bazdarnog dijagrama vodikovog peroksida, a izmedu mjerenja elektrode su cuvane
uronjene u fosfatni pufer, c(P) = 0,1 mol dm™, pH = 6,0. Elektrode su skladistene u mraku,
pri temperaturi od 4 °C. Promjena osjetljivosti ispitivanih elektroda tijekom dva mjeseca
skladiStenja prikazana je na slici 4.42. Vidljivo je da se elektrodama osjetljivost najbrze
mijenja tijekom prvih 2-3 tjedna skladistenja, tijekom kojih im se osjetljivost smanji za
otprilike 40-50 %. Nakon tog perioda osjetljivost senzora se sporije mijenja, da bi se nakon
mjesec dana skladiStenja ustabilila na otprilike 40 % pocetne vrijednosti. Elektrodama koje
tijekom skladiStenja nisu koriStene osjetljivost se u istom periodu znatno manje promijenila,
za svega 10 % tijekom prvih mjesec dana skladiStenja, odnosno 30 % nakon dva mjeseca
skladiStenja.

S obzirom da su elektrode s titanatnim nanocjev€icama na koje je kovalentno vezana

peroksidaza pokazale analiticke karakteristike sli¢ne elektrodama s peroksidazom adsorbira-
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Slika 4.41. Tipi¢an amperometrijski odziv na H,O, elektrode modificirane s titanatnim

nanocjevéicama s povrSinski imobiliziranom peroksidazom. Strelicama su oznaceni dodaci

standarda H,0,. Koncentracija H,0, u mjernoj éeliji: 1, 4, 10, 40, 100, 200 i 500 pmol dm>.

Osnovni elektrolit: fosfatni pufer, c¢(P) = 0,1 mol dm™3, pH = 6,0; radni potencijal: E=0 V.
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Slika 4.42. Vremenska stabilnost amperometrijskog pretvornika za vodikov peroksid

temeljenog na peroksidazi imobiliziranoj na titanatne nanocjevcice.
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nom na grafitnu ili srebrnu elektrodu, zanimljivo je te elektrode usporediti s obzirom na
njihovu vremensku stabilnost. Kao $to je upravo opisano, elektrode izvedene u ovom radu
uporabljiv odziv pokazivale su i nakon dva mjeseca skladiStenja i uporabe. Kod elektroda s
peroksidazom adsorbiranom na grafit opazen je gubitak osjetljivosti od otprilike 80 % tijekom
samo dva dana skladistenja.®® Nesto bolju stabilnost pokazivale su elektrode s
rekombiniranom peroksidazom adsorbiranom na srebrnu elektrodu, no i kod njih je
primije¢en gubitak osjetljivosti od 80 % tijekom prvih osam dana koriétenja.92 PoboljSana
vremenska stabilnost kod elektroda s peroksidazom imobiliziranom na titanatne nanocjevéice
moze se pripisati kovalentnoj imobilizaciji enzima, koja stabilizira enzim i sprecava njegovu

degradaciju i ispiranje s povrsine elektrode.

4.3.6. Primjena titanatnih nanocjevcica s imobiliziranom peroksidazom u analizi realnih

uzoraka

Kako bi se u konacnici istrazila primjenjivost titanatnih nanocjevCica s kovalentno
imobiliziranom peroksidazom u analizi realnih uzoraka, konstruiran je amperometrijski
biosenzor za glukozu, na nacin da je u istu vodljivu matricu u koju su ugradene titanatne
nanocjevcice s imobiliziranom peroksidazom imobiliziran i enzim glukoza-oksidaza (pogl.
3.4.4.). Konstruirani biosenzor potom je uporabljen za analizu realnih uzoraka vo¢nih sokova
1 osvjezavajuc¢ih napitaka. U opisanom biosenzoru titanatne nanocjevcice s imobiliziranom
peroksidazom ugradene u vodljivu matricu imale su funkciju amperometrijskog pretvornika
osjetljivog na vodikov peroksid, a analize realnih uzoraka provedene su s ciljem provjere
selektivnosti pretvornika, tj. njegove imunosti na prisutnost potencijalnih interferenata (npr.
molekulski kisik, askorbinska kiselina, polifenoli...) u realnim uzorcima.

Prije provodenja analiza realnih uzoraka izvedenom biosenzoru odredeno je optimalno
radno podrucje pH, te osjetljivost i linearnost. Rezultati tih mjerenja prikazani su na slikama
4.43. i 4.44. Ovisnost odziva biosenzora o pH vrlo je sli¢éna opaZzenoj pH-ovisnosti odziva
elektroda modificiranih samo s titanatnim nanocjev¢icama s imobiliziranom peroksidazom
(slika 4.38.) pa se moze zakljuciti da ovisnost odziva o pH kod izvedenog glukoznog
biosenzora gotovo u potpunosti odreduje pretvornik. Ovisnost odziva biosenzora o
koncentraciji glukoze linearna je u podrucju 25-600 umol dm™ (r* = 0,9986) i slijedi relaciju:

I/ mA cm = (23,0 + 0,7)-[c(glukoza) / mol dm™] + 0,7 + 0,2
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Slika 4.43. Ovisnost katodne struje glukoznog biosenzora u prisutnosti 250 pmol dm™
glukoze i pri potencijalu od 0 V o pH. Na ordinati su prikazane relativne vrijednosti struje,
normalizirane prema maksimalnoj struji izmjerenoj pri pH = 6,0. Prikazane su srednje

vrijednosti i pripadajuce standardne devijacije triju nezavisnih mjerenja. Osnovni elektrolit:

fosfatni pufer, c(P) = 0,1 mol dm3.
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Slika 4.44. Bazdarni dijagram glukoznog biosenzora pri radnom potencijalu od 0 V i pri pH

6,0. Ostali uvjeti kao na slici 4.43.
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Za analizu su realni uzorci priredeni samo razrjedivanjem s vodom, bez ikakve druge
predobrade. Analiza je izvedena metodom standardnog dodatka, a kao referentna metoda za
odredivanje glukoze u uzorcima koriStena je enzimska spektrofotometrijska metoda s
komercijalnim kitovima koji su sadrzavali glukoza-oksidazu, peroksidazu i prikladan
kromogeni reagens. Sve analize izvedene su u triplikatu. Rezultati analiza prikazani su u
tablici 4.21. Kao Sto je iz tablice vidljivo, relativna pogreska analize biosenzorom uglavnom
se kretala unutar granica od £2,5 %, osim kod uzoraka s vrlo niskom koncentracijom glukoze,
kada je pogreska ocekivano i bila veca, no niti tada, s izuzetkom jednog uzorka, nije
premasila £5 %. S obzirom da odabrani realni uzorci sadrze askorbinsku kiselinu i polifenole,
koji su lako oksidabilni i mogu interferirati pri odredivanju vodikova peroksida s
biosenzorima temeljenima na peroksidazi u slucaju da je aktivni centar peroksidaze uslijed
imobilizacije ili adsorpcije eksponiran vise no §to je to slucaj u nativnom enzimu, opisano
dobro slaganje rezultata analize provedenih glukoznim biosenzorom i referentnom metodom
ukazuju kako je peroksidaza i nakon imobilizacije na titanatne nanocjevc€ice ocuvala svoju

prirodnu konformaciju i visoku selektivnost.

Tablica 4.21. Rezultati analiza realnih uzoraka vocnih sokova i osvjezavajuéih

napitaka glukoznim biosenzorom i referentnom spektrofotometrijskom metodom

Uzorak /4 (9|U|;°é?3£’g°senmf/ /4 (QIngZdar#% metoda / polzgerlzgli(\;n;’:l%
1 27,0+ 0,1 26,4+ 0,2 2,3
2 40,0 + 0,3 40,8+ 0,6 2,0
3 574+0,5 57,0+ 1,0 -0,7
4 14,6 + 0,0 14,7+ 0,1 0,7
5 23,1+0,1 23,5+ 0,1 1,7
6 32,0+ 0,2 32,4+ 0,4 1,2
7 13,9+0,1 13,4+ 0,1 -3,7
8 22,8+0,0 22,2+0,1 -2,7
9 32,4+0,2 31,0+ 0,3 -4,5
10 1,9+0,2 2,1+04 9,5
11 3,4+0,2 3304 -3,0
12 4,6+0,2 44+04 -4.,5
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U radu su titanatne nanocjevcice s uspjehom sintetizirane reakcijom anatasa s koncentriranom
vodenom otopinom NaOH u uvjetima refluksa i ionskom izmjenom prevedene u protonirani
oblik. Sintetizirane nanocjevéice imale su viSeslojnu stijenku, bile su vanjskog promjera
izmedu 8 i 10 nm 1 duljine izmedu nekoliko stotina nm i nekoliko pum, specifi¢ne povrsine od
266 m> g i ukupnog specifi¢nog volumena pora od 0,90 cm® g*. Struktura dobivenih
nanocjevéica odgovarala je strukturi trititanatne kiseline (H,TizO;), s molekulama vode
interkaliranima izmedu slojeva koji formiraju stijenku nanocjevcice.

Titanatne nanocjevéice moguée je funkcionalizirati povrSinskim amino skupinama
reakcijom s (3-aminopropil)trimetoksisilanom (APTMS) u aproticnom mediju, pri blagim
reakcijskim uvjetima (T ~ 298 K), bez prethodne dehidratacije nanocjev€ica. Reakcija
kondenzacije APTMS s povrSinskim OH-skupinama titanatnih nanocjevc¢ica vrlo je brza
(tos = 8,9 min) i rezultira s povrSinskom koncentracijom primarnih amino skupina,
Tnax(NH2) = 6,5:10° mol cm 2, odn. sadrzajem NH,-skupina, Qma(NH2) = 0,86 mmol g .

PovrSinske amino skupine titanatnih nanocjev€ica modificiranih s APTMS lako su
dostupne za daljnje reakcije i mogu se iskoristiti kao reaktivna mjesta za kovalentnu
imobilizaciju redoks-enzima peroksidaze (HRP), odn. kovalentno vezanje N-saliciliden-n-
propilaminskog kompleksa Zeljeza(IIl) na povrSinu titanatnih nanocjev¢ica. Imobilizacijom
peroksidaze na povrSinu titanatnith nanocjevCica modificiranth s APTMS pomocu
p-benzokinona kao bifunkcionalnog reagensa dobivaju se nanocjev€ice ¢ija je povrSina
pokrivena gustim monoslojem peroksidaze (/{THRP) = 2,4-10% mol cm?, Q(HRP) =
140 mg g%), pri ¢emu peroksidaza zadrzava svoju kataliticku aktivnost. Modificiranje
titanatnih nanocjevc¢ica N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(Ill) moguce je
posti¢i  kondenzacijom salicilaldehida s povrSinskim NHz-skupinama nanocjevcica
modificiranth s APTMS te kompleksiranjem kationa metala s na taj nafin formiranim
povrSinskim  N-saliciliden-n-propilaminskim  ligandima.  Modificiranjem titanatnih
nanocjev€ica na opisan nacin dobivaju se nanocjev€ice s povrSinskom koncentracijom
kompleksa, /"= 3,2:10° mol cm™.

Ugradivanjem titanatnih nanocjev€ica s imobiliziranom peroksidazom u vodljivi
kompozit grafita 1 Nafiona postize se efikasna elektronska komunikacija izmedu redoks-
centra imobiliziranog enzima i okolne vodljive matrice, karakterizirana konstantom brzine
prijelaza elektrona, ke = (2,1 + 0,3)-10° s te prividnom povrSinskom koncentracijom

elektrokemijski aktivnih molekula peroksidaze, 7per(HRP) = (2,77 + 0,03)-10 ™ mol cm™.

David Sovi¢ Doktorska disertacija



§ 5. Zakljucak 129

Na taj je nacin moguce realizirati amperometrijski biosenzor trec¢e generacije za odredivanje
vodikova peroksida, kojeg karakterizira vrlo visoka osjetljivost (S = 1,1 A M* cm?), niska
granica detekcije (LOD = 0,035 umol dm®), linearnost unutar podru&ja koncentracija
vodikova peroksida od preko dva reda veligine (0,05-10 umol dm), brzi 0dziv (tgsy < 15 S)
te izuzetno dobra vremenska stabilnost i trajnost (tos ~ 25 dana), po prvi puta ostvarena kod
biosenzora tre¢e generacije temeljenih na peroksidazi.

Podrucje analiticke primjene opisanog amperometrijskog biosenzora za vodikov peroksid
moze se prosiriti ugradivanjem enzima iz grupe oksidaza u polimernu matricu vodljivog
kompozita u koji su ugradene titanatne nanocjev¢ice s imobiliziranom peroksidazom. Na taj je
na¢in moguce realizirati dvoenzimski biosenzor za odredivanje supstrata oksidaze, u kojem
titanatne nanocjevcice s imobiliziranom peroksidazom preuzimaju funkciju amperometrijskog
pretvornika za detekciju vodikova peroksida nastalog u oksidazom Kkataliziranoj pretvorbi
analita. Glukozni biosenzor temeljen na glukoza oksidazi i izveden na opisan nacin pokazao
je dobre analiticke Kkarakteristike (S = 23 mA M™ cm?, linearno podrugje 20 — 600
pmol dm™3) i vrlo visoku selektivnost, koja omoguéuje njegovu primjenu u analizi realnih
uzoraka kompleksnog sastava.

Ugradivanjem titanatnih nanocjevéica s povrSinski vezanim  N-saliciliden-n-
propilaminskim kompleksom zeljeza(IIT) u vodljivu matricu ostvaruje se efikasan prijenos
elektrona izmedu vodljive matrice i centralnog metalnog iona kompleksa. N-saliciliden-n-
propilaminski kompleks Zeljeza(Il) imobiliziran na povrsinu titanatnih nanocjevcica pokazao
je izrazenu kataliti¢ku aktivnost pri elektrokemijskoj redukciji vodikova peroksida (konstanta
brzine heterogene kataliticke reakcije, kn = 4,67-10* dm® mol™ s) koja zapo¢inje veé pri
potencijalu od 0,3 V prema Ag/AgCl elektrodi. Analiticke karakteristike amperometrijskog
senzora za vodikov peroksid temeljenog na titanatnim nanocjevficama s imobiliziranim
N-saliciliden-n-propilaminskim kompleksom zeljeza(IlT) pokazale su se loSijima no u slucaju
senzora temeljenog na peroksidazi (S = 0,171 A M cm? linearno podru¢je 0,1 — 6
mmol dm™), no senzor je pokazivao stabilan odziv i pri vrlo visokim koncentracijama
vodikova peroksida (¢ ~ 5 mmol dm™), pri kojima rad biosenzora temeljenih na peroksidazi

nije moguc.
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