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1. uvOD



1.1. LOVASTATIN

Lovastatin, [(1S, 3R, 7S, 8S, 8aR)-8-[2-[(2R,4R)-4-hidroksi-6-oksosan-2-il]etil]-3,7-dimetil-
1,2,3,7,8,8a-heksahidronaftalen-1-il] (2S)-2-metilbutanoat, je hipolipemik iz skupine
kompetitivnih inhibitora HMG-CoA reduktaze, statina (Slika 1.). Empirijska formula je
C24H360s, @ molarna masa 404.55 g/mol (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Lovastatin se koristi za snizavanje ,,loSeg* kolesterola (LDL-C) i1 povisenje ,,dobrog*
kolesterola (HDL) (http://www.webmd.com). Povisene koncentracije LDL-a (lipoproteina
niske gustoce) i snizene koncentracije HDL-a (lipoproteina visoke gustoée) uzroci su
koronarne bolesti srca. Poznato je da je hiperlipidemija, uz neodgovarajuce zivotne navike
kao $to su nezdrava prehrana, pusenje i nedovoljno tjelesne aktivnosti, jedan od glavnih
rizi¢nih ¢imbenika za razvoj bolesti kardiovaskularnog sustava, ateroskleroze, sréanog udara i

mozdanog inzulta.

HO O
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Slika 1. Struktura lovastatina (http://pubs.acs.org)

Lovastatin je 1978. izoliran iz plijesni Aspergillus terreus (Merck). Danas se koristi kao oralni
hipolipemik. Lovastatin je laktonski prolijek koji se u gastrointestinalnom traktu hidrolizira
nespecificnim karboksiesterazama u aktivnu B-hidroksi kiselinu (Nigovi¢ 1 sur., 2007.).
Mehanizam djelovanja lovastatina je dvojak; kao inhibitor HMG-CoA reduktaze (3-hidroksi-

3-metil-glutaril koenzim A reduktaze) inhibira rani i limitiraju¢i korak u sintezi kolesterola te
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posljedi¢no uzrokuje snizavanje koncentracije VLDL-a te indukcijom visokoafinitetnih
receptora za LDL, koji ga unose u stanice, ¢ime je ukupni katabolizam LDL-a pojacan, a

koncentracija LDL-a snizena.

Oko 30% primjenjene doze lovastatina se apsorbira, a znac¢ajno se metabolizira prvim
prolaskom kroz jetru pa se tek 5% doze pojavi u sistemskoj cirkulaciji u aktivnom obliku.
Vrs$na plazmatska koncentracija je dosegnuta nakon 2 sata. Selektivan je za jetru te tamo
postiZe vise koncentracije nego u ostalim tkivima, §to je pozitivna karakteristika jer se
glavnina sinteze endogenog kolesterola dogada u jetri. SnaZno se veZe za proteine plazme
(>95%). Metabolizira se enzimima citokroma P450, i to izoformom 3A4 te je i supstrat
razli¢itih transportnih proteina, $to znaci potencijalne interakcije s drugim ksenobioticima.
Eliminira se putem Zuci (83% primjenjene doze fecesom, 10% urinom). Preporuka je uzimati

lovastatin uz obrok, i to navecer kada je sinteza endogenog kolesterola najintenzivnija.

Lovastatin je bio ranije registriran u Republici Hrvatskoj, no povuéen je s trziSta. Danas je
dostupan u obliku preparata koji spadaju u skupinu dodataka prehrani, a koji sadrze crvenu

rizu dobivenu fermentacijom pomocu kvasca Monascus purpureus.



1.2. NEBIVOLOL

Nebivolol, 1-(6-fluoro-3,4-dihidro-2H-kromen-2-il)-2-[[2-(6-fluoro-3,4-dihidro-2H-kromen-
2-il)-2-hidroksietilJamino]etanol, je najkardioselektivniji antihipertenziv iz skupine
antagonista 1-receptora (tre¢a generacija B-blokatora). Empirijska formula je C22H25F2NOs,
a molarna masa 405.44 g/mol. Nebivolol dolazi u obliku racemata dvaju enantiomera, L-
nebivolola i D-nebivolola (Slika 2.), s razli¢itim farmakoloSkim funkcijama

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov).

Nebivolol se koristi za lijeCenje esencijalne hipertenzije, kroni¢nog zatajenja srca, aritmija i
angine pectoris, a za razliku od ostalih B-blokatora ima jedinstven hemodinamski profil.
Jedini je B-blokator koji smanjuje volumno opterecenje srca i tlaéno optere¢enje. Takoder,
ima sposobnost obnove endotelne funkcije (i antiproliferativno djelovanje). Vazno je
napomenuti da se vazodilatacija ne odvija preko blokade a-receptora; D-nebivolol je
visokoselektivan [1-antagonist, dok njegov L-izomer uzrokuje vazodilataciju (povecanjem

sinteze NO u endotelu, indukcijom sintaze dusikovog oksida, NOS) (www.plivamed.net).

Nebivolol se nakon peroralne primjene brzo apsorbira neovisno o hrani. Jako je lipofilan, $to
je vazno zbog samog mjesta djelovanja, lipofilniji spoj ima duZe trajanje aktivnosti 1 sporije se
eliminira iz tkiva (zbog ovakvog svojstva primjenjuje se jednom dnevno). Poluvijek Zivota u
plazmi je 22 sata. Znacajno se metabolizira u jetri (enzimom CYP2D6) i ima aktivne

metabolite.

NH @)
OH OH

Slika 2. Struktura nebivolola (http://www.chemicalbook.com)
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LijeCenje bolesnika nebivololom dovodi do poboljSanja kvalitete Zivota, smanjenja
kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta. U Republici Hrvatskoj je registriran pod imenima
Nebilet 5 mg tablete, Nebilet Plus 5 mg/ 12.5 mg filmom obloZene tablete (kombinacija s
hidroklorotiazidom), Nebilet Plus 5 mg/ 25 mg filmom oblozene tablete (kombinacija s
hidroklorotiazidom), Nebivolol Pliva 5 mg tablete, Nebyol 5 mg tablete, Nibel 5 mg tablete,
Vibolol 5 mg tablete i Volone 5 mg tablete (www.halmed.hr).



1.3. ELEKTROANALITICKE METODE

Elektroanaliticke metode u meduodnos dovode elektri¢nu struju 1 kemiju te se Siroko
primjenjuje u industriji i znanosti, a izmedu ostalog i u farmaciji. Upravo zbog jedne od
glavnih prednosti elektroanalitickih metoda, a to je izravno odredivanje bez prethodno
provedenog odjeljivanja, u farmaciji se koriste u ranim fazama istrazivanja i razvoja lijekova,
ali 1 za identifikaciju 1 odredivanje u razli¢itim uzorcima (ljekoviti oblici, farmaceutske

sirovine, bioloske tekucine).

Elektroanaliticke metode ¢ine skupinu analiti¢kih metoda kod kojih se podatak o
koncentraciji, aktivitetu ili drugom termodinamickom svojstvu odredivane molekulske vrste
dobiva u ovisnosti o elektricnom naponu, struji ili naboju. Visoke su osjetljivosti, to¢nosti i

preciznosti (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007.).

Istrazivac¢ima je dostupan veliki broj razli¢itih tehnika za proucavanje elektrokemijskih
svojstava elektroaktivnih specija u otopini. To su naprimjer cikli¢ka voltametrija,
diferencijalna pulsna voltametrija, pravokutnovalna voltametrija, kronoamperometrija,

linearna sweep voltametrija i stripping voltametrija.

Sve navedene tehnike moguce je posebno optimirati kako bi se dobili najbolji moguci
elektrokemijski odgovori. Utjecaj imaju razliciti faktori, poput prirode analita, izbora
elektrode 1 elektrolita. Takoder jak utjecaj imaju veli¢ina i morfologija elektrode, kao 1 sam

proces njihove proizvodnje.

U odnosu na druge metode detekcije kao Sto su kromatografija, luminescencija i
spektroskopija, elektroanaliticke tehnike su znatno jeftinije, lakSe za koriStenje, visoke

to¢nosti i pouzdanosti (Campbell i Compton, 2010.).



1.3.1. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (engl. Cyclic voltammetry, CV) je najSire koriStena elektroanaliticka
metoda za dobivanje kvalitativnih informacija o redoks procesu, takoder, to je Cesto i prvi
eksperiment koji se provodi u elektroanalitickoj studiji (Wang, 2010.).

Koristi se za istrazivanje kinetike i mehanizma redoks reakcija, odredivanje redoks
potencijala i broja izmijenjenih elektrona, istrazivanje adsorpcijskih procesa i kemijskih

reakcija koje prethode ili slijede prijenos elektrona (Nigovié¢ i Beheti¢, 2007.).

Potencijal radne elektrode mijenja se linearno, a kada dosegne odredenu vrijednost, mijenja se
smjer promjene potencijala, do povratka potencijala na pocetnu vrijednost (Slika 3. 1 Slika 4.).
Pritom se mjeri struja koja protjece kroz ¢lanak (radnu elektrodu). Jakost struje raste kako se
potencijal priblizava redoks potencijalu analita — promjenom potencijala preko
karakteristi¢nog potencijala redoks procesa nastaje strujni vrh, a nakon toga dolazi do pada
jakosti struje zbog smanjenja koncentracije analita u blizini elektrode. Povratkom potencijala
na pocetnu vrijednost dolazi do oksidacije ili redukcije produkata koji su nastali u prvoj

polovici ciklusa.

Oxidation

Reduction

EpRed  Epox

E

Slika 3. Opceniti prikaz cikli¢kog voltamograma (http://wiki.edag.com)
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Slika 4. Promjena potencijala u cikli¢koj voltametriji

(http://chemwiki.ucdavis.edu/)

Vazni parametri u ciklickoj voltametriji su vr$ni potencijali (Epc — vrh redukcije , Epa — vrh
oksidacije) te vrine jakosti struje (ipc (Katoda), ipa (anoda)). Ako je proces prijenosa elektrona
brz u odnosu na druge procese (npr. difuziju), reakcija se smatra elektrokemijski

reverzibilnom, a razlika pikova je :
AEp = |Epa — Epc| = 2,303

AE;p je razlika izmedu potencijala vrha redukcije i vrha oksidacije, R je op¢a plinska konstanta
(R=8.314472J K1 mol?), T je apsolutna temperatura, n je broj izmijenjenih elektrona, dok
je F Faradayeva konstanta F = 96485.3365(21) C mol .

Za reverzibilnu redoks reakciju pri 25°C s n elektrona, AEp je 0.0592/n V, odnosno oko 60
mV po pojedinom elektronu (Slika 5.). U praksi je tesko posti¢i ovu vrijednost zbog nekih
¢imbenika kao $to je otpor Celije. Kod reverzibilne reakcije, koncentracija je povezana s
vr$nom jakosti struje preko Randles-Sevéikove jednadZbe:

11
2v2

3
ip = (2,69x10°)n2Ac,D2v
gdje je ip vrSna jaskost struje u amperima, A je povrsina elektrode u cm?, D difuzijski
koeficjent u cm?/s, Co koncentracija otopine u mol/cm3, v brzina promjene potencijala V/s, an
broj elektrona. (Wang, 2000.)


http://chemwiki.ucdavis.edu/

Ukoliko je proces prijenosa elektrona ireverzibilan ( karakteriziran je sporom izmjenom

elektrona) pikovi su manje veli¢ine i razdvojeniji (Slika 5.). VrSna jakost struje definirana je

sljede¢om jednadzbom:

1 1 1
ip = (2.99x10°)n(an,)2ACD2v2

gdje je na broj elektrona u koraku prijenosa naboja, a a koeficjent prijenosa. Vr$na jakost

struje je i dalje proporcionalna koncentraciji ali je visina pika niza.

current

more {+) . more (=)
potential

current

potential

Slika 5. Opceniti prikaz reverzibilnog i ireverzibilnog elektrokemijskog procesa

Cikli¢ka voltametrija se rijetko koristi za kvantitativne analize lijekova zbog niskih granica
detekcije 10° do 10 M (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007.).



1.3.2. Diferencijalna pulsna voltametrija

Diferencijalna pulsna voltametrija (Differential Pulse Voltammetry, DPV) je vrlo osjetljiva

tehnika (granica detekcije 10 M) pogodna za odredivanje vrlo niskih koncentracija

elektroaktivnih komponenata u razli¢itim bioloskim uzorcima (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007.).

Tijekom analize, primjenjuje se serija pulseva definirane amplitude (10 do 100 mV) na bazni

potencijal koji se linearno mijenja (Slika 6.). Struja se mjeri za svaki puls dva puta; prvi puta

netom prije primjene pulsa i drugi put na kraju pulsa (Wang, 2000.). Razlika vrijednosti

izmjerenih struja je funkcija primjenjenih potencijala. VVoltamogrami koji se dobiju nakon

ovakvih mjerenja imaju jasne pikove ¢ija je visina izravno proporcionalna koncentraciji

mjerenog analita (Slika 6.).

— K—Pulse Width

sample Feriod

Step E
Ll

Pulse
Amplitude

%l

Quiet
Time

J %HeSample Period

«—Pulse Period

change in current

t potential

Slika 6. Promjena potencijala i izgled voltamograma u diferencijalnoj pulsnoj voltametriji

(http://chemwiki.ucdavis.edu)
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1.4. KRUTE ELEKTRODE

1.4.1. Elektroda od staklastog ugljika

Elektroda od staklastog ugljika (engl. Glassy Carbon Electrode, GCE) je vrlo popularna
upravo zbog svojih izvanrednih mehanickih i elektri¢nih svojstava, Sirokog raspona
potencijala, kemijske inertnosti (otpornost na otapala) i relativno reproducibilnih rezultata.
Osim navedenog, staklasti ugljik odlikuje niska brzina oksidacije i niska permeabilnost za

plinove i tekuc¢ine. (Dekanski i sur., 2001.)

Staklasti ugljik se priprema pazljivo kontroliranim zagrijavanjem fenol-formaldehid polimera
u internoj atmosferi. Takav proces karbonizacije se izvodi vrlo polagano u temperaturnom
rasponu od 300° do 1200° C osiguravajuci na taj nacin potpunu eliminaciju kisika, dusika i
vodika. No, valja napomenuti da odabir pocetnog polimera i temperature karbonizacije ima
veliku ulogu u krajnjim svojstvima staklastog ugljika (Dekanski i sur., 2001.). Samu
strukturu staklastog ugljika ¢ine tanke zamrSene vrpce poprecno povezanih plo¢ica poput
grafita. Zbog visoke gustoce i malih pora materijala nije potrebno vrSiti impregnaciju,
medutim, najé¢esce se vrsi predobrada povrsine da bi se osigurala aktivirana i reproducibilna
GCE te da bi se uvecala analiticka u¢inkovitost. Takva predobrada se vrsi poliranjem
elektrode aluminijskim ¢esticama (veli¢ine manje od 0.05 pum) na tkanini za poliranje.
Takoder, elektroda se moze aktivirati elektrokemijski, kemijski, laserski ili toplinski.
PoboljSana elektron prenoseca reaktivnost dolazi od uklanjanja povrSinskih oneciSc¢enja,
izlaganja novih ugljikovih rubova i povecanje gustoce povrsSinskih kisikovih grupa (?Wang,
2010.). Pokazano je da u usporedbi s mehanicki predobradenom povrSinom, ona koja je

elektrokemijski predobradena ima visu aktivnost. (Dekanski i sur., 2001.)

Danas se GCE Siroko primjenjuje u biomedicinskim istazivanjima, a povrsina se vrlo lako
modificira. Elektroda od staklastog ugljika bez ili s obradenom povr$inom najcesce se koristi

pri voltametrijskim i potenciometrijskim mjerenjima.
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1.5. MODIFIKACIJE POVRSINE ELEKTRODE
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1.5.1. Grafen

Posljednih godina grafen je pobudio interes industrije, ali i znanstvene zajednice. Sirok
potencijal za primjenu pokazuje se na mnogim podrucjima; u elektronici, pohrani energije i
pretvorbi te u bioznanosti/biotehnologiji. Znacajna pozornost je usmjerena na grafen koji se
smatra novom generacijom ugljikovih nanonanomaterijala zbog izvanrednih fizicko-
kemijskih karakteristika. Odlikuje se velikom plostinom povrsine (teoretski 2630 m?/g za
monosloj grafena), odlicnom termalnom i elektricnom vodljivoséu te jakom mehani¢kom

¢vrsto¢om (Shao i sur., 2010.).

Grafen je 2D ploha ugljikovih atoma u heksagonalnoj konfiguraciji koji su medusobno
povezani sp> vezama, dakle monosloj grafita (Slika 7.). Najtanji je poznati materijal, kao i
najc¢vrséi izmjereni. Grafen se smatra osnovnim gradevnom jedinicom za ostale ugljikove
nanocestice svih dimenzionalnosti (grafit, nanocjevcice, fulereni). Pokazuje izvanrednu
sposobnost prijenosa elektrona, koji se mogu slobodno kretati u kristalu grafena zbog
postojanja w-orbitala. Takoder, svaki je atom ugljika povezan sa susjednim atomom ugljika
snaznom c-vezom, kao i slabom n-vezom zbog ¢eka pokazuje odlicna mehanicka svojstva

(Yang i sur., 2013.).

Do danas je predloZzeno nekoliko metoda za proizvodnju grafena. Prvotni nadin proizvodnje
(2004., Geim 1 suradnici) ploha grafena je bio mehani¢kom eksfolijacijom (ponavljanim
struganjem) visoko usmjerenog pirolitickog grafita, a ova metoda se joS uvijek koristi u
laboratorijima za dobivanje savrSeno strukturiranih slojeva grafena koji se koriste za
znanstvena istraZzivanja. Ova metoda nije prikladna za masovnu proizvodnju. Drugi nacin
dobivanja grafena bez nedostataka je blaga eksfolijacija grafita, no prinos ove metode je jos

uvijek nizak. Grafen je takoder moguce prirediti termalnim raspadanjem tanke plocice SiC

pod ultravisokim vakuumom ili CVD rastom na metalnoj podlozi (Ru, Ni, Cu) ili bez metalne

podloge (potencijalna metoda za masovnu proizvodnju). Druga metoda masovne proizvodnje

grafena je i kemijskom ili termalnom redukcijom oksida grafita koja se ujedno smatra i
najekonomicnijom. Obi¢no tako proizveden grafen ima mnogo strukturnih manjkavosti 1

funkcionalnih skupina $to se smatra prednoscu u elektrokemijskoj primjeni (Shao i sur.,
2010.).
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Slika 7. Monosloj grafena (A), preklopljeni monoslojevi grafena (B) i atomska
rezolucija dijela monosloja grafena, slikano transmisijskom elektronskom

mikroskopijom (C) (http://spie.org)

Danas je grafen jedan od najrasirenijih materijala koji se koristi u elektroanalitickim
tehnikama. Osobita svojstva grafena zbog kojih je u prednosti nad ostalim materijalima koji
se koriste kao elektrokemijski i biosenzori se mogu podijeliti u dva aspekta. Prvo, specifi¢na
elektronska struktura grafena koja doprinosi visokoj elekti¢noj vodljivosti i jednolikoj
raspodjeli elektroaktivnog mjesta, kao i gustoéi, uzrokuje izvanredno kataliticko djelovanje i
povisuje elektrokemijski odgovor prema malim biomolekulama. Drugo, velika povrsina,
biokompatibilnost i visoka vodljivost pomaZzu prijenos elektrona izmedu elektrode i

elektroaktivne molekule (Yang i sur., 2013.).
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1.5.2. Ugljikove nanocjevcice

Nakon otkri¢a 1991. godine, istrazivanja na ugljikovim nanocjev¢icama (Carbon nanotubes,
CNT) su uznapredovala i postala jedno od najatraktivnijih podru¢ja nanotehnologije (Tsai i
sur., 2004.).

Ugljikove nanocestice se mogu podijeliti prema strukturi u dvije grupe:

e jednoslojne (Single walled carbon nanotubes, SWCNT)

e viseslojne (Multi walled carbon nanotubes , MWCNT)

SWCNT se sastoje od jedne nanocjevcice grafita (Slika 8.). Ugljikovi atomi su sp?
hibridizirani, a orijentirani su u heksagonalnoj strukturi nalik sacama meda, koji je uvijen u
Suplju cjevéicu mofoloski. Promjer nanocjevcica je nekoliko nanometara, a duljina u

mikrometarskom mjerilu.

MWCNT se sastoje od nekoliko koncentri¢nih cjevéica grafita, jednih smjestenih unutar
drugih (Slika 8.). Slozene su strukture, a svaki sloj ugljika ima drugaciju kiralnost i
elektronska svojstva. Promjer MWCNT je nekoliko desetaka nanometara, duljine sli¢ne kao i
kod SWCNT, mikrometarske.

SWCNT MWCNT

Slika 8. Jednoslojna i viseslojna ugljikova nanocjevéica

Ugljikove nanodestice sintetiziraju se trima glavim tehnikama: arc - discharge, laserskim
isparavanjem i CVD-om (chemical vapor deposition). Glavnina CNT-a na trziStu pripravljena
je CVD metodom. Neovisno o metodi sinteze, metalna onecis¢enja ostaju i utje€u na svojstva

CNT-a, ¢ak i nakon odredenih postupaka procis¢avanja.

Elektrokataliticka svojstva CNT-a nisu u potpunosti jasna i na neki nacin su kontroverzna.
Banks 1 sur. smatraju da se elektrokataliza odvija na otvorenim krajevima nanocjevcica i da su

rubna mjesta uzrok takvog svojstva. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da bi metalna
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onecis¢enja koja nastaju proizvodnim procesom mogla igrati vaznu ulogu upravo u

elektrokatalitickim svojstvima CNT-a.

Zbog velike povrsine, dobre vodljivosti, izvanredne elektrokataliticke sposobnosti, visoke
povrsinske aktivnosti i dobre biokompatibilnosti, ugljikove nanocjevcice Cesto nalaze

primjenu kao senzori. Senzori na bazi CNT-a su osjetljiviji, imaju nizu granicu odredivanja

(Limit of detection, LOD ) i brzu kinetiku prijenosa elektrona. Sva navedena svojstva moguce

je modificirati dodatkom funkcionalnih skupina §to znaci 1 Siru primjenu u elektroanalitici.
Opcenito funkcionalne skupine mogu biti vezane kovalentnim i ne-kovalentnim vezama.
Kovalentne funkcionalne skupine ukljucuju dodavanje karboksilnih grupa nakon oksidacije,

na koje se mogu potom vezati razli¢ite skupine poput amidne, tiolne ili drugih.

Nekovalentne modifikacije CNT-a odnose se na modifikaciju postranih zidova aromatskim
strukturama, surfaktantima, polimerima ili hidrofobnim interakcijama. Takve modifikacije

takoder utjecu na elektrokemijske osobine materijala.
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1.5.3. Nafion

Nafion je ionsko-izmjenjivacki polimer razvijen u tvrtki E. I. Dupont (Slika 9.). Ti materijali
se pripremaju kopolimerizacijom perflouriranog vinil eter komonomera s tetrafluoroetilenom
(Teflon). Pokrajnji lanci zavrSavaju sulfitnom kiselinom (-SO3H), a upravo zbog te skupine

adsorbira i bubri u vodi. (Mauritz i Moore, 2004.)

+c F‘:’CFE\];LTF _CF, q;

O—cCF, _1o_ Fa J/‘D
AL

F 0

3

Slika 9. Struktura Nafiona (https://www.polymersolutions.com)

Nafion je kationski izmjenjivac koji se Siroko koristi za modifikaciju elektroda upravo zbog
svojih specifi¢nih karakteristika. Termicki je stabilan, kemijski inertan, mehanicki ¢vrst te
sprecava oneciscenja povrsine elektrode od staklastog ugljika (Slika 10.). Kombinacija
Nafiona s odgovaraju¢im ugljikovim nanomaterijalima u elektroanaliticki slozenu tanku film

elektrodu ima vrlo zanimljive znacajke i Siroko podruéje iskoristivosti. (Tsai i sur., 2004.)

Slika 10. Povrsina GCE elektrode prekrivena Nafionom
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1.5.4. Bizmutove nanocestice

Dugi niz godina zivine elektrode bile su glavni izbor za stripping voltametriju zbog njihove
visoke osjetljivosti, reproducibilnosti i jednostavne obnovljivosti povrsine. Zbog hlapljivosti
zive te njenog nakupljanja u organizmu, kao i Stetnosti za okoli$, a sve vece popularnosti
elektrokemijskih tehnika, traze se alternativne elektrode bez sadrzaja zive (tzv. zelene elektrode
ili ,,mercury-free* elektrode) sa slicnim karakteristikama Zivinoj elektrodi. Ispitivani su mnogi
drugi materijali za izradu elektroda kao $to su primjerice razli¢ite modifikacije ugljika, zlata,
platine, srebra, iridija, razlicite legure i amalgami, ali niti jedan od njih nije pokazao tako dobre

elektrokemijske karakteristike Zive.

Koristenje bizmuta u podru¢ju dizajna senzora i razvoja elektroanaliti¢kih metoda pocelo je
2000. godine uporabom bizmut film elektrode kao moguca zamjena za zivinu te je Siroko
prihvacena u laboratorijima diljem svijeta (Wang, 2004.). Ovakve elektrode pokazuju dobro
definirani, pravilan i visoko reproducibilan analiticki odgovor, izvrsno razlu€ivanje susjednih
pikova, Sirok linearan dinamicki raspon s karakteristikama signala koje se mogu usporediti s
onim na zivinoj elektrodi. Filmovi bizmuta mogu se pripraviti na dva nacina ex situ ili in situ.
EX situ priprava podrazumijeva pripravu filma prije pokusa prethodnim talozenjem dok ona in
situ ukljucuje dodavanje bizmut (IIT) iona direktno u otopinu s uzorkom te istodobnim
talozenjem bizmuta i metala koji se analizira. Bizmutove elektrode mogu se dalje modificirati
oblaganjem polimernim slojevima, npr. polupropusna membrana moZe zastiti povrSinu bizmuta
od adsorbiranja velikih makromolekula. Bizmut-film elektroda ima Siroki raspon katodnog
potencijala (oko —1.25 V vs. Ag/AgCl, pH 4.5), dok je raspon anodnog potencijala ograni¢en
zbog oksidacije bizmuta. Katodni raspon bizmut-film elektrode ovisi o debljini bizmutovog
filma, stoga se ona moze primijeniti za mjerenje elemenata sa standardnim potencijalom
negativnijim od bizmutovog (Zn, Ga, Cd, In, Tl, Sn, Pb). Bizmut-film elektroda nasla je Siroku
primjenu te se pokazala vrlo korisnom u analitickoj upotrebi §to dokazuju brojni radovi i

istrazivanja provedena na ovoj elektrodi.

Posljednjih su godina elektrode modificirane bizmutovim nanocesticama uspjesno primijenjene
u stripping voltametriji. Uz pozitivhu karakteristiku poput netoksi¢nosti, pokazano je da
osjetljivost senzora i granica detekcije cinka, olova i kadmija moZe biti znacajno poboljSana
smanjenjem cestica bizmuta kao modifikatora. Veca osjetljivost senzora i niZa granica detekcije
navedenih metala su povezani s povecanjem elektrokemijski aktivne povrSine elektrode

modificirane bizmutom (Sudakova i sur., 2014.).
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Osim za odredivanje metala, elektrode modificirane bizmutom su se pokazale uspjeSnima i u
detekciji organskih spojeva, farmaceutskih supstancija, pesticida i ostalih bioloski vaznih

spojeva. Danas se bizmut smatra obecavaju¢im kandidatom za razvijanje pouzdanih elektroda

bez Zive.
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2. OBRAZLOZENIJE TEME
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Hiperlipidemija je danas vrlo Cesto stanje uzrokovano neurednim nacinom Zzivota. Sve vise
ljudi zbog lose ishrane i nedovoljno kretanja ima povisene lipide u krvi, §to je jedan od

glavnih rizi¢nih ¢imbenika za bolesti kardiovaskularnog sustava.

Lovastatin je jedan od prvih i najpoznatijih hipolipemika, spada u skupinu statina koji su

Globalni trendovi pokazuju da se sve veci broj pacijenata odlucuje za fitopreparate, a jedan od

najpoznatijih je dodatak prehrani s crvenom rizom koja sadrzi lovastatin. Problemi vezani uz

fitopreparat crvene rize je neutvrdena koli¢ina lovastatina u njemu (iako su doze nize od onih

u registriranim lijekovima), (Skvrce i sur., 2012.) a kako takvi preparati prema RH regulativi

ne podlijezu provjeri sastava, moguce je da preparat niti ne sadrzi deklarirani sastojak. Uz to,

nekontrolirano uzimanje takvih pripravaka moze prouzrociti nuspojave kao kod ostalih
statina. Poznate nuspojave statina su miopatija, rabdomioliza te hepatotoksi¢nost. Iz
navedenih razloga vazno je razviti jednostavnu, jeftinu i pouzdanu metodu odredivanja

lovastatina iz razliitih pripravaka.

Nebivolol spada u skupinu beta blokatora, lijekova koji su danas vrlo ¢esto propisivani za
lijeCenje esencijalne hipertenzije i zatajenja srca. Veliki je broj ljudi pod terapijom
antihipertenzivima iz navedene skupine, a nebivolol se izdvaja zbog specificnih
hemodinamskih karakteristika te znacajno poboljSane kvalitete Zivota pacijenata.
PozZeljno je 1 potrebno razvijati pouzdane i osjetljive metode za odredivanje lijekova u

bioloskim tekuéinama i dozirnim oblicima.

Elektroanaliticke metode su jeftine, brze i lake za izvodenje. Cilj ovog rada bio je ispitati
mogucénost primjene razli¢itih modifikacija elektrode od staklastog ugljika za odredivanje

lovastatina i nebivolola.
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3.MATERUALI | METODE
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3.1. KEMIKALNE

Tijekom izrade ovog rada, koriStene su navedene kemikalije:

- Lovastatin (Pliva, Hrvatska)

- Acetonitril (Merck)

- Etanol.(Badel)

- Octena kiselina, CH3COOH (Alkaloid Skopje)

- Fosfatna kiselina, HsPO4 (Lach — Ner)

- Borna kiselina, H3BO3 (Sigma — Aldrich )

- Ultra ¢ista voda

- Nafion (Sigma - Aldrich)

- Grafen (US Research Nanomaterials, Inc., Houston, USA)
- Natrijev hidroksid, NaOH (Sigma — Aldrich)

- Nebivolol (Agencija za lijekove i medicinske proizvode, Hrvatska)

3.2. RADNI INSTRUMENTI

Elektroanaliticka mjerenja provedena tijekom izrade ovog rada, cikli¢ka i diferencijalno
pulsna voltametrijska mjerenja, izvrSena su na uredaju p — Autolab (Eco Chemie) spojenim na

racunalo. Program koji kontrolira mjerenja je GPES ver. 4.9.

Kao radna elektroda koristena je elektroda od staklastog ugljika (Methrom, promjera 3 mm), a
povrsina elektrode modificirana je grafenom suspendiranim u 0.1% Nafionu, grafenom
suspendiranim u etanolu, ugljikovim nanocjevc¢icama suspendiranim u 0.3% Nafionu,
bizmutovim nanocesticama suspendiranim u 0.1% Nafionu te suspenzijom ugljikovih
nanocjevcica i bizmutovih nanocestica u 0.1% Nafionu. Referentna elektroda je

srebro/srebrov klorid (Ag/AgCl) elektroda, dok je protuelektroda platinska Zica.

Tijekom izrade pufera i mjerenja pH vrijednosti otopina, koristen je digitalni pH- metar
Mettler s kombiniranom staklenom elektrodom. Kalibracija je izvr§ena pomocu standardne

otopine pufera poznatih pH vrijednosti: pHi=7.00 + 0.01 i pH>=4.00 £ 0.01.
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Kemijske supstance vagane su na analitickoj vagi Mettler Toledo AB-204-S. Ultrazvu¢na
kupelj Transsonic T570 (Elma) koriStena je za poboljSavanje topljivosti supstancija pri izradi

otopina kao 1 za ¢iS¢enje povrsine elektrode.
3.3. UVJETI MJERENJA

Ciklic¢ki 1 diferencijalno pulsni voltamogrami snimani su na elektrodi od staklastog ugljika,
prije i nakon modifikacije povrSine grafenom suspendiranim u 0.1% Nafionu, grafenom
suspendiranim u etanolu, ugljikovim nanocjev¢icama suspendiranim u 0.3% Nafionu,
bizmutovim nanocesticama suspendiranim u 0.1% Nafionu te suspenzijom ugljikovih

nanocjevcica 1 bizmutovih nanocestica u 0.1% Nafionu.

Primjenjeni raspon potencijala bio je od 0 do 1.4 V uz primjenjene brzine promjene
potencijala od 100 mV za ciklicku voltametriju, dok je kod diferencijalno pulsne voltametrije
primjenjena Sirina pulsa 50 ms, amplituda pulsa 25mV te brzina promjene potencijala
20mV/s, a u stripping postupcima potencijal akumulacije 0.5 V i vrijeme akumulacija 120 i
240 s.

3.4. PRIPREMA ELEKTRODE

Elekrodu od staklastog ugljika potrebno je pripremiti prije nanoSenja modificirajucih slojeva.
Elektroda se prvo ispolira vrlo sitnim abrazivnim ¢esticama aluminijevog oksida (Al>0s) na
krpici za poliranje kruZznim pokretima, nakon ¢ega slijedi ispiranje destiliranom vodom i
uranjanje u ultrazvucnu kupelj na 15 sekundi za uklanjanje zaostalih ¢estica Al,Os. Elektroda

se potom osusi te slijedi nanoSenje suspenzija na povrsinu elektrode.

Nanosi se 10 uLL odgovarajuce suspenzije Hamilton mikropipetom te ravnomjerno rasporedi
po povrsini elektrode. Potom je potrebno osusiti sloj modifikatora na zraku ili po potrebi

susSilom.
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3.5. PRIPREMA OTOPINA
3.5.1. Otopina lovastatina

Maticéna otopina

Za pripremu mati¢ne otopine koncentracije 1x10° M, na analiti¢koj vagi odvagne se 0.0041 g
lovastatina, kvantitativno prenese u tikvicu od 10,0 mL, otopi u 5 mL acetonitrila uz pomo¢

ultrazvucne kupelji te nadopuni ultracistom vodom do oznake. Otopina se ¢uva u hladnjaku.

Radna otopina

Radna otopina koncentracije 5x10° M pripremljena je pipetiranjem 1,0 mL mati¢ne otopine
pomocu mikropipete u tikvicu od 20.0 mL te nadopunjavanje puferom razlicitog pH do

oznake.
3.5.2. Otopina nebivolola

Maticna otopina

Za pripremu mati¢ne otopine nebivolola koncentracije 5x107° M na analiti¢koj vagi odvagne
se 0.0044 g nebivolola, kvantitativno prenese u tikvicu od 10.0 mL, otopi u ultracistoj vodi uz

pomo¢ ultrazvucne kupelji te istom nadopuni do oznake. Otopina se ¢uva u hladnjaku.

Radna otopina
Radna otopina pripremljena je pipetiranjem 1,0 mL mati¢ne otopine i prenoSenjem u tikvicu

od 20.0 ml te nadopunjavanjem do oznake odgovaraju¢im puferom.

3.5.3. Otopina Britton-Robinson pufera

Otopina Britton-Robinson pufera pripremljena je u tikvici od 250,0 mL pipetirajuéi po 20,0
mL borne, fosforne i octene kiseline (HzBO3, HsPO4, CH3COOH) koncentracija 0.5 M te

nadopunjeno ultracistom vodom do oznake.

Razlicite pH vrijednosti puferske otopine dobivaju se dodavanje odgovaraju¢g volumena 0.2

M otopine NaOH.
3.5.4. Suspenzija grafena u 0.1% - tnoj otopini Nafiona u etanolu

Na analitickoj vagi odvagne se 1.0 mg grafena i kvantitativno prenese u tikvicu te suspendira

uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji u 1.0 mL 0.1% - tne otopine Nafiona u etanolu. Tako
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pripremljen grafen koncentracije 1 mg/mL potrebno je ¢uvati na hladnom, a otvor tikvice

obloziti parafilmom.
3.5.5. Suspenzija grafena u etanolu

Na analitickoj vagi odvagne se 1.0 mg grafena i kvantitativno prenese u tikvicu te suspendira
uz pomoc¢ ultrazvucne kupelji u 1.0 mL etanola. Tako pripremljen grafen koncentracije 1.0

mg /mL ¢uva se na hladnom.
3.5.6. Suspenzija ugljikovih nanocjevcica 0.3% - tnoj otopini Nafiona u etanolu

Na analitickoj vagi odvagne se 1 mg ugljikovih nanocestica, kvantitativno se prenese u
tikvicu te u ultrazvucnoj kupelji suspendira u 1 mL 0.3% - tne otopine Nafiona. Suspenzija se

¢uva na hladnom.
3.5.7. Suspenzija nanocestica bizmuta u 0.1% - tnoj otopini Nafiona u etanolu

Na analitickoj vagi odvagne se 1 mg bizmutovih nanocestica, kvantitativno se prenese u
tikvicu te na ultrazvucnoj kupelji suspendira u 1 mL 0.1% - tne etanolne otopine Nafiona.

Suspenzija se cuva na hladnom.

3.5.8. Smjesa ugljikovih nanocjev¢ica i bizmutovih nanocestica u 0.1% - tnoj otopini Nafiona

u etanolu

Odvagne se po 1 mg ugljikovih nanocjevcica i 1 mg bizmutovih nanocestica, kvantitativno se
prenesu u tikvicu, te na ultrazvu¢noj kupelji suspendira u 1 mL 0.1% - tne etanolne otopine

Nafiona.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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Sva mjerenja provedena su snimanjem cikli¢kog ili diferencijalno pulsnog voltamograma, u

otopinama lovastatina i nebivolola pri razli¢itim uvjetima i modifikacijama staklaste ugljikove

elektrode (engl. Glassy Carbon Electrode, dalje GC).
4.1. LOVASTATIN

Prva preliminarna mjerenja ciklickom voltametrijom izvrSena su u otopini lovastatina
koncetracije ¢ = 5 x 10 M u Britton-Robinson puferu pH vrijednosti 4, pri rasponu

potencijala od 0 do 1.4 V i brzini promjene potencijala od 100 mV/s. Usporedeni su

voltamogrami (Slika 11.) dobiveni mjerenjem spomenute otopine GC elektrodom uz razli¢ite

modifikacije njezine povrsine.

Mjerenje izvrSeno elektrodom od staklastog ugljika bez modificirane povrsSine ne pokazuje
voltametrijski odgovor, kao ni modifikacijom elektrode otopinom grafena u etanolu (na
povrsinu elektrode dodano je 10 pL). Nesto izraZzeniji odgovor dobiven je modifikacijom
elektrode suspenzijom grafena u 0.1% - tnoj etanolnoj otopini Nafiona.

Od svih izvrSenih mjerenja obecavaju¢om se pokazala kombinacija grafena u 0.1% Nafionu
(10 pL) uz jednaku koli¢inu bizmutovih nanocestica u 0.1% Nafionu (10 pL).

Navedenim mjerenjima pokazano je da postoji moguénost, uz bolje optimirane parametre,

razvoja metode za odredivanje lovastatina s modificiranim elektrodama.
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Slika 11. Cikli¢ki voltamogrami lovastatina koncentracije 5 x 10 u Britton — Robinson

puferu pH 4, snimljeni na GC elektrodi bez modifikacije (crveno), modificiranoj
grafenom u etanolu (tamno plavo), grafenom u 0.1% - thom Nafionu (zeleno) i
grafenom u 0.1% - tnom Nafionu uz dodatak bizmutovih nanocestica u 0.1% - thom

Nafionu (tirkizno)
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Ciklicki voltamogram otopine lovastatina dobiven mjerenjem na elektrodi modificiranoj
grafenom u etanolu nije pokazao zadovoljavajuéi odgovor, pa je bilo potrebno promijeniti
jedan od parametara. Promijenjen je pH pufera otopine lovastatina iste koncentracije (5 x 10
M) te je ponovljeno mjerenje pri istim uvjetima — raspon potencijala 0 — 1.4 V, brzina
promjene potencijala 100 mV/ s, dok je na povrsinu elektrode od staklastog ugljika naneseno

10 pL suspenzije grafena u etanolu.

lovastatin

Cyclic voltammetry
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0.175x10°

0.150x10°
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0.100x10°

ilA
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Slika 12. Cikli¢ki voltamogrami lovastatina koncentracije 5 x 10 M, snimljeni u Britton —
Robinson puferu pH 5 na ¢istoj GC elektrodi (crveno) 1 GC elektrodi modificiranoj

otopinom grafena u etanolu (tamno plavo)

Usporedeni su dobiveni voltamogrami (Slika 12.) iz kojih se vidi da je Britton — Robinson
pufer pH 5 bolji odabir od pufera nizeg pH jer je voltametrijski odgovor lovastatina bolje

definiran.
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Uz promjenu pH osnovnog elektrolita (mjerenja izvrSena u Britton- Robinson puferu pH 5), u
otopinu lovastatina (c = 5 x 10 M) dodan je i acetonitril u razli¢itim postotcima u svrhu
poboljsanja topljivosti lijeka. Lovastatin je tesko topljiv i pri koncentraciji 5 x10° M nakon
odredenog vremena primijecena je kristalizacija. Ponovljeno je mjerenje s razlic¢itim
modifikacijama elektroda, pri rasponu potencijala 0 — 1.4 V te brzini promjene potencijala od
100 mV/s.
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Slika 13. Cikli¢ki voltamogrami lovastatina koncentracije 5 x 10 M, snimljeni na GC
elektrodi u otopini bez dodatka acetonitrila (crveno), GC elektrodi modificiranoj
grafenom u 0.1% - tnom Nafionu uz 10% acetonitrila (plavo), GC elektrodom
modificiranom grafenom u 0.1% Nafionu uz dodatak bizmutovih nanocestica u
0.1% Nafionu uz 10% acetonitrila (zeleno) i GC elektrodom modificiranom
grafenom u 0.1% Nafionu uz dodatak bizmutovih nanocestica u 0.1% Nafionu uz

5% acetonitrila (tirkizno)

Dobiveni voltamogrami (Slika 13.) pokazuju poboljsanja voltametrijskih odgovora jer je uz
dodani acetonitril pobiljSana topljivost lovastatina, iako dobiveno poboljSanje nije znacajno.
Oksidacijski vrhovi lovastatina su i dalje razvuceni i slabo definirani. Voltamogram dobiven
mjerenjem na nemodificiranoj GC elektrodi ne pokazuje voltametrijski odgovor.
Modifikacijom elektrode grafenom u 0.1% - tnom Nafionu i uz dodatak 10% acetonitrila u
osnovni elektrolit voltametrijski odgovor je vidljiv, ali jo§ uvijek loSe definiran.

Dodatak 10 pL bizmutovih nanocestica u 0.1% - thom Nafionu uz grafen u Nafionu i 10%

acetonitrila u osnovnom elektrolitu pokazuje bolje definirani oksidacijski vrh, koji je ujedno i
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pomaknut u lijevo. Pomak pika prema nizim vrijednostima potencijala oksidacije oznacava
kataliticki uc¢inak bizmutovih nanocestica i poboljSanje oksidacije lovastatina. Napravljeno je
jos jedno mjerenje s istom modifikacijom povrsine elektrode kao prethodno, uz dodatak 5%

acetonitrila. Dobiveni oksidacijski vrh je razvuceniji.
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Slika 14. Cikli¢ki voltamogrami lovastatina koncentracije 5 x 10 M, u otopini Britton —
Robinson pufera pH 6 uz dodatak 2.5% acetonitrila mjereno na GC elektrodi

(crveno), GC elektrodi modificiranoj grafenom u etanolu (plavo)

Usporedeni su voltametrijski odgovori nakon mjerenja otopine lovastatina (c =5 x 10° M)
GC elektrodom bez modifikacije i sa suspenzijom grafena u etanolu (raspon potencijala 0 —
1.4V, brzina promjene potencijala 100 mV/s) uz ponovnu promjenu pH Britton — Robinson

pufera s 5 na 6 i dodatak 2.5% acetonitrila (Slika 14.). Dodana koli¢ina acetonitrila bila je

preniska za poboljSanje topljivosti lovastatina te je nakon nekog vremena ponovo primjecena

kristalizacija u otopini. Nemodificirana GC elektroda nije pokazala zadovoljavajuc¢i
voltametrijski odgovor, dok je vidljiv 1 definiraniji na elektrodi modificiranoj s 10uL.

suspenzije grafena u etanolu.
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Slika 15. Cikli¢ki voltamogrami lovastatina koncentracije 5 x 10 M, u otopini Britton —
Robinson pufera pH 6 uz dodatak 5% acetonitrila, mjereno na GC elektrodi bez
modifikacije (crveno) i modificiranoj grafenom u 0.1% - tnom Nafionu (10 pL)

(tamno plavo)

Mijerenje je ponovljeno uz dodatak 5% acetonitrila u osnovni elektrolit u istim uvjetima
(raspon potencijala 0 — 1.4 V, brzina promjene potencijala 100 mV/s). lako je strujni vrh
dobiven na GC elektrodi s grafenom znatno 1oSiji nego u prethodnom mjerenju s manjom

koncentracijom acetonitrila, koncentracija od 5% acetonitrila odabrana je kao optimalna jer

sprjecava taloZenje lovastatina, dok udio organskog otapala u elektrolitu nije dovoljno visok

da zna¢ajno ometa mjerenja (Slika 15.).
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Slika 16. Cikli¢ki voltamogrami otopine lovastatina koncentracije 5 x 10 M, u Britton —

Robinson puferu pH 6 uz dodatak 5% acetonitrila, mjerenje na nemodificiranoj GC

elektrodi (zeleno), GC elektrodi modificiranoj grafenom u 0.1% Nafionu (tamno

plavo), 1 GC elektrodi modificiranoj ugljikovim nanocjev¢icama u 0.3% Nafionu

(crveno)

U otopini lovastatina koncentracije 5 x 10 M, u Britton- Robinson puferu pH 6 uz dodatak

5% acetonitrila izvrSena su mjerenja pod istim uvjetima kao 1 prethodna, raspon napona 0 —

1.4 V i brzina promjene napona 100 mV/s. Voltamogram lovastatina dobiven na elektrodi od

staklastog ugljika bez modifikacija nije pokazao pik. Dodatak 10 pL suspenzije grafena u

0.1% - tnom Nafionu takoder nije pokazao znacajno poboljSanje pika. Medutim, modifikacija

GC elektrode dodatkom 5 pL ugljikovih nanocjev¢ica u 0.3 % - tnom Nafionu dala je

voltamogram s definiranim pikom, a vrijednosti koje ga karakteriziraju su Ep=1.0 V, ip=1.3

1A (Slika 16.)
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Slika 17. Cikli¢ki voltamogrami otopine lovastatina koncentracije 5 x 10 M, u Britton —
Robinson puferu pH 6 uz dodatak 5% acetonitrila, mjerenje na GC elektrodi
modificiranoj ugljikovim nanocjev¢icama u 0.3% Nafionu (crveno) i GC elektrodi
modificiranoj ugljikovim nanocjev¢icama uz dodatak bizutovih nanocestica u 0.1%

Nafionu (plavo)

Otopina lovastatina u Britton — Robinson puferu pH 6 uz 5% acetonitrila pokazala se
najboljom, te su usporedena mjerenja (Slika 17.) na GC elektrodi modificiranoj s ugljikovim
nanocjevcicama u 0.3% Nafionu (5 pL) 1 modifikacijom kombinacije ugljikovih nanocjevcica
1 bizmutovih nanocestica u 0.1% Nafionu (10 pL). Same ugljikove nanocjevcice pokazale su
bolji pik od kombinacije ugljikovih nanocjevcica i bizmutovih nanocestica, iako je pik
pomaknutiji u desno zbog katalitiCkog u¢inka bizmutovih nanocestica. Uvjeti mjerenja nisu

promijenjeni, raspon napona 0 - 1.4 V, a brzina promjene napona 100 mV/s.
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Slika 18. Cikli¢ki voltamogrami otopine lovastatina koncentracije 5 x 10 M, u Britton —
Robinson puferu pH 6 uz dodatak 5% acetonitrila, ugljikove nanocjevcice u 0.3%
Nafionu (crveno) i ugljikove nanocjevcice u 0.3% Nafionu uz dodatak bizmutovih

nanocestica u 0.1% Nafionu (10 pL) (plavo)

Cikli¢ki voltamogrami dobiveni su mjerenjem otopine lovastatina koncentracije 5 x 10° M u
Britton — Robinson puferu pH 6 uz dodatak 5% acetonitrila i prikazani na slici 18. GC
elektroda modificirana je s 5 pL ugljikovih nanocjevéica u 0.3 % Nafionu. Dobiveni pik je
slabo izraZen.

Drugo mjerenje izvrSeno je na GC elektrodi modificiranoj ugljikovim nanocjev¢icama u 0.3
% - tnom Nafionu (5 pL), ali uz dodatak 10 pL bizmutovih nanocestica u 0.1 %- tnom
Nafionu. Zbog povecanja koncentracije Nafiona na povrsini GC elektrode, voltametrijski

odgovor je slabiji.

37



Slika 19. Diferencijalno pulsni voltamogram otopine lovastatina koncentracije 5 x 10> M, u

Britton — Robinson puferu pH 6 uz dodatak 5% acetonitrila, mjereno na GC

elektrodi modificiranoj ugljikovim nanocjevéicama u 0.3% Nafionu (crveno)

Diferencijalno pulsna voltametrija, tehnika osjetljivija od ciklicke voltametrije, primijenjena
je u otopini lovastatina (c = 5 x 10° M) u Britton — Robinson puferu pH 6 uz dodatak 5%
acetonitrila. GC elektroda modificirana je s 5 pL suspenzije ugljikovih nanocjevéica u 0.3% -
tnom Nafionu. Primjenjena je Sirina pulsa 50 ms, amplituda pulsa 25 mV, brzina promjene
potencijala 20 mV/s. Dobiven je voltamogram s dobro definiranim strujnim vrhom
karakteriziran veli¢inama Ep = 0.93 V, ip = 2.6 pA (Slika 19.).
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4.2. NEBIVOLOL

Mjerenja u otopini nebivolola koncentracije 5 x 10 M izvr$ena su u Britton — Robinson
puferu pH 6 ciklickom voltametrijom. Koristena je elektroda od staklastog ugljika prekrivena
razli¢itim modifikacijama povrSine.

Kao sto je prikazano na slici 20., GC elektroda bez modifikacija nije dala voltametrijski
odgovor, dok je pik dobiven GC elektrodom modificiranom s 10 pL grafena u 0.1 % - thom
Nafionu vrlo slabo vidljiv. Najbolje izrazen oksidacijski vrh nebivolola dobiven je
modifikacijom GC elektrode grafenom u etanolu (10 uL), a veli¢ine koje ga karakteriziraju
iznose Ep=0.97 Vi ip = 12.5 pA. Mjerenje je izvrSeno pod uvijetima raspona napona 0 — 1.4
V i brzini promjene napona od 100 mV/s.
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Slika 20. Cikli¢ki voltamogrami nebivolola koncentracije 5 x 10 M, u Britton — Robinson
puferu pH 6, mjereni s GC elektrodom bez modifikacije (crveno), GC elektrodom
modificiranoj grafenom u etanolu (plavo) i GC elektrodom modificiranoj grafenom
u 0.1% - tnom Nafionu (zeleno)
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Slika 21. Diferencijalno pulsni voltamogram nebivolola koncentracije 5 x 10 M, snimljen u

Britton — Robinson puferu pH 6 na GC elektrodi modificiranoj suspenzijom grafena
u etanolu

Ponovoljeno je mjerenje u istoj otopini nebivolola diferencijalno pulsnom voltametrijom s GC
elektrodom modificiranom s 10 pL suspenzije grafena u etanolu. Primjenjena je Sirina pulsa
od 50 ms, amplituda pulsa 25 mV te brzina promjene potencijala 20 mV/s. Na slici 21.

prikazan je dobiveni pik, koji je karakteriziran veli¢inama E,;=0.91 Vi ip = 18.5 pA.
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Slika 22. Cikli¢ki voltamogrami nebivolola koncentracije 5 x 10° M, snimljeni GC
elektrodom modificiranom suspenzijom grafena u 0.1% - thom Nafionu, u Britton —

Robinson puferu pH 1.8 (crveno) i Britton — Robinson puferu pH 6 (plavo)

Na slici 22. usporedeni su cikli¢ki voltamogrami otopine nebivolola (¢ = 5 x 10 M) koji su
snimljeni GC elektrodom modificiranom suspenzijom grafena u 0.1 % - tnom Nafionu (10
uL). Uvjeti mjerenja ( raspon potencijala 0 — 1.4 V i brzina promjene potencijala 100 mV/s)
su bili isti, dok je pH Britton — Robinson pufera znatno razli¢it. Pri pH pufera od 1.8 nazire se
oksidacijski pik nebivolola, no primjetni su i redoks vrhovi osnovnog elektrolita. Pri pH 6 pik
oksidacije nebivolola je vrlo slabo primjetan, no vrhovi redukcije i oksidacije osnovnog
elektrolita nisu vidljivi. Britton — Robinson pufer pH 6 odabran je kao optimalan za daljnja

mjerenja.
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Slika 23. Cikli¢ki voltamogrami nebivolola koncentracije 5 x 10 M, osnovni elektrolit;
Britton — Robinson pufer pH 6 (crveno),snimljeno GC elektrodom modificiranom
ugljikovim nanocjev¢icama u 0.3% - tnom Nafionu (plavo) i GC elektrodom
modificiranom ugljikovim nanocjev¢icama u 0.3% - tnom Nafionu nakon

akumulacije (zeleno)

Osjetljivost voltametrijske tehnike moguce je povecati akumulacijom analita na povrSinu
stacionarne elektrode. (Mir¢eski, 2007.). Kako bi se ispitalo dolazi li do adsorpcije nebivolola
na povrsinu elektrode izvrSena su tri mjerenja. Prvo mjerenje provedeno je na samom
osnovnom elektrolitu, Britton — Robinson puferu pH 6. Rezultati nisu pokazali pik, prema
o¢ekivanjima. Drugo mjerenje izvrieno je u otopini nebivolola, koncentracije 5 x 10° M, GC
elektrodom modificiranom suspenijom ugljikovih nanocjev¢ica u 0.3% - tnom Nafionu (5
uL). Dobiveni pik karakteriziraju vrijednosti Ep=1.29 V, ip = 18.6 pA. Tre¢e mjerenje,
provedeno je u istoj otopini pri istim uvjetima mjerenja kao i kod prethodna dva (raspon
napona 0 — 1.4 V, brzina promjene napona 100 mV/s) uz akumulaciju lijeka. Kao $to je
vidljivo na slici 23., pik dobiven nakon 120 s akumulacije, pri potencijalu 0.5 V, znacajno je
viSe struje nego pik dobiven bez akumulacije, no nije dobro definiran te nije bilo moguce

oCitati karakteristicne vrijednosti.
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Slika 24. Cikli¢ki voltamogrami nebivolola koncentracije 5 x 10 M, snimljeni GC

elektrodom modificiranom ugljikovim nanocjev¢icama u 0.3% - tnom Nafionu (5
pL) (plavo) 1 ugljikove nanocjevcice u 0.3% Nafionu (5 pL) uz dodatak bizmutovih

nanocestica u 0.1% Nafionu (10 pL) (crveno)

Na slici 24. su prikazani voltamogrami nakon mjerenja otopine nebivolola kako bi se ispitao
utjecaj ugljikovih nanocjevcica i nanocestica bizmuta na voltametrijski odgovor nebivolola.
Dok ugljikove nanocjevcice povecavaju struju vrha, dodatak nanocestica metala nema

Znacajniji utjecaj na struju oksidacije nebivolola.
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Slika 25. Cikli¢ki voltamogram nebivolola koncentracije 510> M, snimljeno GC elektrodom
modificiranom ugljikovim nanocjev¢icama U 0.3% - tnom Nafionu (5 pL) nakon
120 s akumulacije (crveno) i GC elektroda modificirana ugljikovim nanocjev¢icama
uz dodatak bizmutovih nanocestica u 0.1% - tnom Nafionu (10 pL) nakon 120 s

akumulacije (plavo)

Prethodnim mjerenjima (Slika 23.) pokazano je da se nebivolol akumulira na povrsinu
elektrode, pa su iduce usporedeni ciklicki voltamogramu dobiveni nakon mjerenja otopine
nebivolola nakon jednakog vremena akumulacije, ali na razli¢ito modificiranim elektrodama
primjenom nanomaterijala. Uvjeti mjerenja nisu bili mjenjani u odnosu na ranija mjerenja.
Modifikacija GC elektrode suspenzijom ugljikovih nanocjevéica u 0.3% - thom Nafionu uz
120 s akumulacije pokazala je pik vece struje, ali slabije definicije od pika dobivenog
koriStenjem GC elektrode modificirane kombinacijom ugljikovih nanocjevcica 1 bizmutovih
nanocestica, takoder nakon 120 s akumulacije (Slika 25.). Osim toga voltametrijski vrh
nebivolola pomaknut je prema manje pozitivnim vrijednostima potencijala zbog katalitickog

udinka bizmutovih nanodéestica.
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Slika 26. Cikli¢ki voltamogrami otopine nebivolola koncentracije 5 x 10 M, snimljeno GC
elektrodom modificiranom kombinacijom ugljikovih nanocjevcica i bizmutovih
nanocestica u 0.1% - tnom Nafionu bez akumulacije (crveno), nakon 120 s (zeleno)
te nakon 240 s (plavo) akumulacije

Diferencijalno pulsni voltamogrami usporedeni (Slika 26.) su nakon razli¢itog vremena
akumulacije kako bi se provjerilo znaci li dulje vrijeme akumulacije proporcionalno poveéanu
osjetljivost. GC elektroda modificirana je ugljikovim nanocjev€icama i bizmutovim
nanocesticama u 0.1 % - tnom Nafionu (10 pL), pri uvjetima Sirine pulsa 50 ms, amplitude
pulsa 25 mV i brzini promjene potencijala 20 mV/s.

Potencijal akumulacije bio je 0.5 V, a akumulacija 0, 120 i 240 s. Rezultati pokazuju da se
nebivolol akumulira na ugljikovim nanocjev¢icama, najveca akumulacija primjecuje se nakon
120 sekundi, dok nakon iducih 120 sekundi takoder dolazi do akumulacije, ali u manjem
obimu. Strujni vrh o€itan nakon 120 s akumulacije ima karakteristi¢ne vrijednosti Ep = 1.17 V
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivane su mogucnosti primjene razli¢itih modifikacija povrSine elektrode od

staklastog ugljika nanomaterijalima za odredivanje lovastatina i nebivolola.

Rezultati mjerenja u otopini lovastatina dobiveni primjenom GC elektrode s razlicito
modificiranom povrSinom pokazuju da je najizrazeniji voltametrijski odgovor dobiven
primjenom ugljikovih nanocjev¢ica kao modifikatora povrsine elektrode. Britton — Robinson
pufer koristen je kao osnovni elektrolit, a kao optimalan odabran je pH 6. Problem teske
topljivosti lovastatina rijeSen je dodatkom acetonitrila u koncentraciji od 5%. Takoder su
izvrSena i mjerenja s dodatkom bizmutovih nanocestica na povrsinu elektrode, ali znacajno
poboljSanje voltametrijskog odgovora nije zabiljezeno, jedino je primjecen kataliticki u¢inak

bizmutovih nanodestica.

Cikli¢ki i diferencijalno pulsni voltamogrami dobiveni mjerenjem u otopini nebivolola
pokazuju da se najintenzivniji strujni vrh moze oc€ekivati ako se povrsina elektrode od
staklastog ugljika modificira grafenom u etanolu. Kao osnovni elektrolit odabran je Britton —
Robinson pufer pH vrijednosti 6. Takoder, nakon mjerenja ustanovljeno je da se nebivolol
akumulira na povr$inu modificirane elektrode, a najizrazeniji strujni vrh dobiven je nakon
perioda akumulacije od 120 s na GC elektrodu modificiranu ugljikovim nanocjev¢icama u
Nafionu.

Ispitivana je 1 kombinacija ugljikovih nanocjevcica 1 bizmutovih nanocestica kao modifikacija
povrsine elektrode, no pokazalo se da dodatak nanocestica metala nema znacajniji utjecaj na
struju oksidacije nebivolola iako je primje¢eno da je voltametrijski vrh nebivolola pomaknut
prema manje pozitivnim vrijednostima potencijala zbog katalitickog u€inka bizmutovih

nanocestica.

Zakljuéno, izvrSena mjerenja pokazuju velik potencijal primjene nanomaterijala kao
modifikatora povrSine elektrode od staklastog ugljika u elektroanalitici. Kako bi se razvila

nova metoda za odredivanje lovastatina 1 nebivolola potrebno je detaljno optimirati parametre.
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7. SAZETAK / SUMMARY
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7.1. Sazetak

Lovastatin je hipolipemik iz skupine statina, kompetitivnih inhibitora HMG CoA reduktaze.

Koristi za snizavanje ,,loSeg* kolesterola (LDL-C) i povisenje ,,dobrog* kolesterola (HDL).

Nebivolol je kardioselektivan antagonist f1 receptora i spada u tre¢u generaciju 3 blokatora.
Koristi se za lijeCenje esencijalne hipertenzije, kronicnog zatajenja srca, aritmija te angine

pectoris.

U ovom radu promatrani su utjecaji razli¢itih modifikacija nanomaterijalom povrsine
elektrode od staklastog ugljika na voltametrijski odgovor lovastatina, odnosno nebivolola u
otopini. Koristene modifikacije bile su nano dimenzija i to: grafen, ugljikove nanocjevcice i
bizmutove nanocestice. Navedeni nanomaterijali bili su dispergirani u otopinama Nafiona u
etanolu. Prilikom mjerenja, mijenjani su i uvjeti u otopini lovastatina i nebivolola kao §to su
pH pufera, udio organskog otapala i vrijeme akumulacije analita na modificiranu povrsinu
elektrode od staklastog ugljika. Mjerenja su provedena cikli¢kom i diferencijalno pulsnom

voltametrijom.

Svrha ispitivanja bila je utvrditi postoji li mogucénost primjene navedenih modifikacija
povrsine elektrode od staklastog ugljika za razvoj nove elektroanaliticke metode za

odredivanje lovastatina i nebivolola.
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7.2. Summary

Lovastatin is a hypolipidemic agent. It belongs to a group of competitive inhibitors of HMG
CoA reductase, also called statins. Lovastatin is used for lowering the ,,bad cholesterol

(LDL-C) and increasing the ,,good* cholesterol (HDL).

Nebivolol is cardioselective 1 antagonist and belongs to a group of third - generation beta
blockers. It is used for treatment of essential hypertension, chronic heart failure, arrhythmias,

and angina pectoris.

In this paper, effects of different nanomodifications of GCE surface on voltammetric response
of lovastatin and nebivolol were observed. Used modificators were nano — sized: graphene,
Carbon nanotubes and Bismuth nanoparticles, all of them were dispergated in Nafion
solutions. During measurements, conditions in lovastatin i nebivolol solutions were changed:
pH, content of organic solvent and accumulation time of analyte on modified surface of glassy
carbon electrode. Measurements were carried out by cyclic and differential pulse

voltammetry.
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