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1. UVOD



1.1.MESALAZIN

Mesalazin, odnosno mesalamin ili 5-aminosalicilna kiselina je protuupalni lijek koji se
koristi u lije¢enju upalnih bolesti crijeva. Strukturno je sliCan salicilatima i1 ostalim
nesteroidnim protuupalnim lijekovima te je aktivni oblik sulfasalazina. Prema ATK
Klasifikaciji svrstava se u skupinu AO7EC02, Probavni sustav i metabolizam — Antidijaroici,
Intestinalni  protuupalni/antiinfektivni lijekovi — Intestinalni protuupalni lijekovi -
Aminosalicilna kiselina i slicni lijekovi. Mesalazin pokazuje najvecu korist u lijeenju blagih
do srednje teskih akutnih pogorSanja ulcerativnog kolitisa, a osobito u odrzavanju remisije.
Koristi se oralno u obliku gastro-rezistentnih tableta te rektalno u obliku supozitorija ili
otopina, a djeluje lokalno na sluznicu gastro-intestinalnog trakta. Mehanizam djelovanja nije
potpuno razjaSnjen no vjeruje se da posjeduje protuupalno djelovanje na epitelne stanice
debelog crijeva inhibiraju¢i ciklooksigenazu 1 smanjujuc¢i stvaranje prostaglandina

(www.accessdata.fda.gov).

Gledano s fizikalno-kemijskog aspekta, mesalazin (5-aminosalicilna kiselina, slika 1.)
je krutina bijele do bijelo-Zute boje, bez mirisa. Molekulska formula spoja je C;H;NOg, a
molekulska masa iznosi 135.135 g/mol. TaliSte iznosi oko 250 °C a topljivost u vodi je 0.84
g/L (www.pharmacopoeia.com).

NH,

HO

O OH

Slika 1. Strukturna formula mesalazina (www.drugs.com)

Oksidacijom na povrsini elektrode mesalazin gubi po jedan elektron i jedan proton na
fenolnom kisiku i na amino skupini, tvore¢i kinonimin (Slika 2). Taj gubitak elektrona

biljezimo kao oksidacijski pik na voltamogramu.



NH

HO

O

Slika 2. Struktura oksidacijskog produkta mesalazina (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Tablete s mesalazinom se koriste primarno za ublazavanje akutnih egzacerbacija
ulcerativnog kolitisa, i to kod blagih do srednje teSkih oblika, te za odrZavanje remisije.
Takoder, dodatna indikacija za mesalazin je ublazavanje akutnih egzacerbacija Chronove
bolesti. Primjenjuju se jedan do Cetiri puta na dan ovisno o sadrzaju aktivne tvari u tableti.
Nakon uzimanja tablete, apsorbira se 20-30% aktivne tvari u krvotok, Sto nije povezano s
aktivnoscu lijeka jer je djelovanje mesalazina lokalno u crijevu. Nastup poboljsanja klinickih
simptoma obicno slijedi u rasponu od 1 tjedna do 3 mjeseca trajanja terapije. Mesalazin se
vrlo brzo metabolizira u sluznici GIT-a i jetri u N-acetil-5-aminosalicilnu kiselinu, koja je i
glavni metabolit u krvotoku. Poluvrijeme eliminacije je 0.5-10 h za mesalazin, odnosno 2-15

h za N-acetil-5-ASA (www.medscape.com).

Oprez kod primjene potreban je kod pacijenata s preosjetljivoséu na mesalamin ili
salicilate te kod trudnica i dojilja. Takoder, potreban je oprez kod pacijenata s aktivnim

peptickim vrijedom te kod pacijenata s oSte¢enjem bubrega ili jetre (www.medscape.com).

U Hrvatskoj su registrirana dva lijeka centraliziranim postupkom od strane Europske
agencije za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) pod nazivom Pentasa od
proizvodaca Ferring te Salofalk od proizvodaca Dr. Falk Pharma. Oba lijeka dolaze u vise
razli¢itih farmaceutskih oblika koji obuhvacaju ¢epice, suspenzije za rektum, zelu¢anootporne
tablete, te Zelu¢anootporne granule. SadrZaj mesalazina u navedenim lijekovima je u rasponu

od 250 mg do 2 g (www.halmed.hr).



1.2. ELEKTROANALITICKE METODE

Elektroanaliticke metode ¢ine skupinu analitickih metoda kod kojih se podatak o
koncentraciji, aktivitetu ili drugom termodinami¢kom svojstvu odredivane molekulske vrste
dobiva u ovisnosti o elektricnom naponu, struji ili naboju. Prema signalu pobude, ¢ija je
posljedica odvijanje elektrokemijske reakcije na radnoj elektrodi i mjerenoj varijabli iz koje
se dobiva zeljeni analiticki ili drugi podatak o ispitivanoj otopini, dijele se na:
potenciometriju, voltametriju, kronoamperometriju, elektrogravimetriju, kulometriju,
kronopotenciometriju i konduktometriju. Elektroanaliticke metode imaju Siroku primjenu u
farmaciji. U ranoj fazi istrazivanja i razvoja lijekova upotrebljavaju se u elektroorganskoj
sintezi farmakoloski zanimljivih molekula i u ispitivanju njihovog u¢inka korelacijom redoks
potencijala i aktivnosti. Poznavanje mehanizma redoks reakcije mozZe razjasniti mehanizam
djelovanja lijeka i njegove biotransformacije reakcijama prijenosa elektrona.
Elektroanalitickim tehnikama moze se pratiti interakcije lijekova s metalnim ionima,

proteinima ili DNA.

Uspjesno se primjenjuju za identifikaciju i odredivanje ljekovitih tvari u razli¢itim
uzorcima, od farmaceutskih sirovina, razlicitih ljekovitih oblika, do bioloskih teku¢ina nakon
terapijskih doza. Uglavnom nije potrebno prethodno provesti postupke odjeljivanja, Sto je
jedna od velikih prednosti elektroanalitickih metoda. To su metode visoke osjetljivosti,
tocnosti i preciznosti. Omogucuju selektivnu detekceiju ljekovitih tvari, pri ¢emu selektivnost

ovisi o dostupnom rasponu potencijala elektroaktivnih tvari (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).

1.2.1. VOLTAMETRIA

Voltametrija obuhvaca skupinu elektroanaliti¢kih tehnika koje su se pocele razvijati
otkri¢em polarografije 1922. ¢eskog kemicara Jaroslava Heyerovskog, dobitnika Nobelove
nagrade 1959. godine. Voltametrija se temelji na mjerenju struje radne elektrode nastale
kontinuiranim mijenjanjem njezinog potencijala. PrikaZe li se ovisnost struje o potencijalu,

dobiva se voltamogram (Slika 3).
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Slika 3. Cikli¢ki voltamogram (S. Blial, 2014.)

Zajednicka znacajka svih voltametrijskih tehnika je primjena potencijala (E) na elektrodu i
mjerenje posljedi¢ne struje (i) koja tece kroz elektrokemijsku éeliju. Vrlo cesto se
primijenjeni potencijal mijenja, ili se struja mjeri u odredenom vremenskom intervalu (t),
stoga se sve voltametrijske tehnike mogu opisati kao funkcije potencijala, struje ili vremena.
Smatraju se aktivnim tehnikama, za razliku od pasivnih tehnika poput potenciometrije, zato
Sto primijenjeni potencijal uzrokuje promjenu u koncentraciji elektroaktivne specije uz

povrsinu elektrode putem oksidacije ili redukcije (Kounaves, 1997).

Osnovne su jedinice modernog voltametrijskog instrumenta, osim racunala,
potenciostat 1 elektrokemijski ¢lanak (slika 4). Zadaca je potenciostata nametnuti potencijal i
izmjeriti jakost struje. Elektrokemijski ¢lanak sluzi kao nosa¢ otopine analita u koju su
uronjene elektrode. U voltametrijskim mjerenjima upotrebljavaju se tri elektrode: radna
elektroda, pomoc¢na ili protuelektroda i referentna elektroda. Potencijal se mjeri izmedu radne
i referentne elektrode (kontrolira se signal pobude), a struja izmedu radne i protuelektrode
(mjeri se signal odziva). U voltametriji se upotrebljavaju elektrode koje konstantnom

povrsinom osiguravaju reproducibilnost mjerenja (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).
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Slika 4. Naprava za voltametriju (Piljac, 2010.)

Voltametrijske metode primjenjuju se u kvantitativnoj analizi organskih i anorganskih
tvari u vodenim i1 nevodenim medijima, za odredivanje redoks potencijala, istrazivanje
kinetike i mehanizma redoks reakcija, kao i za elektrokemijsku detekciju eluiranih analita u

tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC) (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).

1.2.1.1. CIKLICKA VOLTAMETRIJA

Ciklicka voltametrija je postala vazna i Cesto koriStena elektroanaliticka tehnika u
mnogim podruc¢jima kemije. Rijetko se koristi za kvantitativna odredivanja, ali se uspjesno
koristi za istrazivanje redoks procesa, razumijevanje reakcijskih intermedijera i za

osiguravanje stabilnosti reakcijskih produkata (Kounaves, 1997).

Potencijal radne elektrode mijenja se linearno, a kada dosegne odredenu vrijednost,
mijenja se smjer promjene potencijala. Pritom se mjeri struja koja protjece kroz ¢lanak. Jakost
struje Ce rasti kako se potencijal priblizava redoks potencijalu analita. Promjenom potencijala
preko karakteristiénog potencijala redoks procesa nastaje strujni vrh, a nakon tog dolazi do
pada jakosti struje zbog smanjenja koncentracije analita u blizini elektrode. Povratkom
potencijala na poc¢etnu vrijednost dolazi do oksidacije/redukcije produkata nastalih u prvoj
polovici ciklusa. Oblik cikli¢kog voltamograma ovisi o brzinama prijenosa elektrona,

prijenosa tvari i kemijskim reakcijama koje prate redoks reakcije (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).

Vazni parametri ciklicke voltametrije su potencijali vrha redukcije (E,°) i oksidacije

(Ep?) te vrine jakosti struje (ip i ip’) (Slika 5).
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Slika 5. Potencijal kao funkcija vremena i jakost struje kao funkcija potencijala u CV
(Adrienko, 2008.)

Potencijal vrha je karakteristika pojedinog spoja, a u korelaciji je s afinitetom primanja ili
davanja elektrona istog spoja. Ako je brzina prijenosa elektrona puno brza od ostalih procesa
u otopini poput difuzije, reakcija je reverzibilna, a broj izmijenjenih elektrona se moze

odrediti iz razlike potencijala vrhova prema jednadzbi (1):

AE, = |E

RT
p pa — Ep6| =2,303—~ 1)

pri ¢emu je AE, razlika izmedu potencijala vrha oksidacije i redukcije, R opca plinska
konstanta koja iznosi 8,314 mo% T apsolutna temperatura (izrazena u K), n broj izmijenjenih
elektrona, a F Faradayeva konstanta koja iznosi 96485,34 % Pri uvjetima od 25 °C za
reakciju prijenosa n elektrona AE,, iznosi 0,0592 % odnosno 59,2 mV po jednom elektronu

(Nigovié i Beheti¢, 2007).

Randles-Sev¢ikova jednadzba (2) stavlja u odnos koncentraciju i jakost struje u sluaju
reverzibilnih procesa, tj. iz nje slijedi da je vr3na struja voltametrijskog vala (i), a isto vrijedi
za struju u bilo kojoj to¢ki voltamograma, izravno proporcionalna koncentraciji elektroaktivne

vrste u otopini:
3 11
i, = (2,99 X 10°)n2Ac,D2v2 2)
pri ¢emu je ip vrSna jakost struje izrazena u amperima, A povrsina radne elektrode izrazena u

mo
C

e ey T 2 . . 1 . .
cm?, D difuzijski koeficijent izrazen u % , Co koncentracija analita u — v brzina promjene
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potencijala u V; a n broj elektrona. Ova jednadzba predstavlja temelj za primjenu voltametrije

u kvantitativnoj elektrokemijskoj analizi (Piljac, 2010).

Ukoliko je redoks proces ireverzibilan, na ciklickom voltamogramu nedostaje povratni
pik (Nigovi¢, 2009), proces je karakteriziran sporijom izmjenom elektrona, pikovi su
razdvojeni i manji, E, se pomice prema negativnijim (proces redukcije) ili pozitivnijim
(proces oksidacije) vrijednostima povecanjem brzine promjene potencijala, a vrSna jakost

struje definirana izrazom (3):

1

1 ~ 1
i, = (2,99 x 10%)n(an,)2AcyD2vz 3

gdje su n, broj elektrona u koraku prijenosa naboja, a a koeficijent prijelaza. Ostali parametri
jednaki su kao i u Randles-Sevéikovoj jednadzbi (Piljac, 2010), a iz jednadzbe je vidljivo

kako je vrsna jakost struje i dalje proporcionalna koncentraciji.

Ciklickom voltametrijom moZe se odrediti 1 reverzibilnost ili ireverzibilnost reakcije (kod
ireverzibilnih reakcija potencijal vrha oksidacije ovisi o brzini promjene potencijala, dok kod
reverzibilnih ne ovisi) (Piljac, 2010), kao i sudjelovanje protona u prijenosu elektrona putem

nagiba pravca ovisnosti potencijala o pH.

Ciklicka voltametrija se Cesto koristi za proucavanje redoks mehanizama farmakoloski
aktivnih tvari kao jednostavan model metabolickih redoks procesa. Proucavanje oksidacijsko-
redukcijskog ponaSanja lijekova moze dati uvid u mehanizam njihovog djelovanja u bioloskih
sustavima, jer je veéina metabolickih puteva razgradnje lijekova upravljana upravo procesima
prijenosa elektrona. Ciklicka voltametrija se moze koristiti za odredivanje redoks potencijala
bioloski aktivnih spojeva i za istraZivanje povezanosti izmedu redoks potencijala i bioloske

aktivnosti (Nigovi¢, 2009.).



1.2.1.2. PRAVOKUTNOVALNA VOLTAMETRIJA

Pravokutnovalna voltametrija (SWV) je mo¢na elektrokemijska tehnika koja se moze
primijeniti u analitici, mehanicisticCkim proucavanjima procesa na elektrodi te
elektrokinetickim mjerenjima. U danasnje vrijeme se smatra jednom od najrazvijenijih
voltametrijskih tehnika, koja objedinjuje prednosti pulsnih tehnika (povecana osjetljivost),
ciklicke voltametrije (uvid u redoks mehanizam) i tehnika impedancije (kineti¢ke informacije

0 brzim procesima na elektrodi).

Danasnja SWV, integrirana u digitalne elektrokemijske instrumente, koristi kombinaciju
stepeniCaste promjene potencijala i periodi¢nu funkciju potencijala u obliku pravokutnog vala

(Slika 6), primijenjenu na stacionarnu elektrodu (Mirceski, 2013.).

——

FLUS

EQUALS

Slika 6. Prikaz stepenicaste 1 pravokutnovalne funkcije te njihove kombinacije (Princeton
Applied Research 2012.)

Struja se mjeri dvaput tijekom jednog ciklusa: pri kraju trajanja pozitivne (If) i negativne
poluperiode (Ip) izmjeni¢nog pravokutnog pulsa, a jakost struje na voltamogramu prikazana je
kao razlika struja pri negativnoj, odnosno pozitivnoj poluperiodi izmjeni¢nog pravokutnog

signala pobude za svaki od ciklusa pobude (Piljac, 2010).
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Slika 7. Prikaz signala pobude i vremena uzorkovanja struje u pravokutnovalnoj voltametriji
(Piljac 2010.)

Najveca je prednost pravokutnovalne voltametrije njezina velika brzina. Frekvencije od 1
do 100 ciklusa u sekundi dopustaju upotrebu ekstremno brzih promjena potencijala. Vrijeme
analize time se skracuje te cijeli voltamogram moze biti snimljen za nekoliko sekundi

(Nigovi¢ 1 Beheti¢, 2007.).

U novije vrijeme, pravokutnovalna voltametrija je postala povoljnija alternativa skupljim
1 zahtjevnijim tehnikama, poput kromatografije 1 spektrofotometrije, za odredivanje
anorganskih i bioloski vaznih spojeva. Jedna od najvrjednijih znacajki pravokutnovalne
voltametrije je mogucnost istovremenog odredivanja spojeva sli¢nih struktura prisutnih u

raznim farmaceutskim i bioloskim uzorcima (Mirceski, 2013.).

Neke od primjena pravokutnovalne voltametrije su istovremeno odredivanje
paracetamola i penicilina (Svorc i sur., 2012.), odredivanje askorbinske kiseline, paracetamola

i triptofana (Ensafi i sur., 2012.) te za odredivanje askorbinske kiseline, dopamina i urata
(Tian i sur., 2012.).

1.2.2. KRUTE ELEKTRODE

Izvedbene karakteristike voltametrijskih tehnika su u velikoj mjeri pod utjecajem
znacajki materijala koji sacinjava radnu elektrodu, poput kemijskih i fizickih svojstava

povrsine elektrode, primijenjenog potencijala te adsorpcije i modificiraju¢ih slojeva koji
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prekrivaju povrsinu elektrode i poboljSavaju detekciju. Kada se uzmu u obzir dosadasnji
rezultati istrazivanja u podruéju elektroanalitike i njena primjena, mozZe se zakljuciti da se
krute elektrode opéenito mnogo koriste i da su vrlo prakti¢na vrsta elektroda (Uslu, Ozkan,
2007.).

Usprkos ¢injenici da je povrsinu krutih elektroda teSko reproducibilno kontrolirati,
krute elektrode imaju znacajne prednosti u usporedbi sa zivinim elektrodama. Velik broj
krutih elektroda se tijekom godina koristio u brojnim voltametrijskim istrazivanjima. Njihova
rastu¢a popularnost se moze pripisati ¢injenici da se oksidacija brojnih organskih spojeva ne
moze proucavati na zivinim elektrodama zbog ograni¢enog anodnog raspona potencijala.
Takoder, rukovanje krutim elektrodama je puno lakSe, tako da se one mogu Kkoristiti u

proto¢noj analizi zbog velike mehanicke stabilnosti i ¢vrsto¢e (Uslu, Ozkan, 2007.).

Vazan ¢imbenik kod koriStenja krutih elektroda je ovisnost odgovora o povrsinskom
stanju elektrode. Sukladno tome, uporaba takvih elektroda zahtijeva detaljnu predobradu te
poliranje same elektrode kako bi se dobili reproducibilni rezultati. Mehani¢ko poliranje se
najcesSce koristi za metalne elektrode, dok se za ugljikove elektrode koriste razni kemijski,

elektrokemijski ili termalni postupci (Wang, 2001).

Krute elektrode ponajvise se primjenjuju za oksidacijske procese, a neke od
koriStenijih su elektroda od staklastog ugljika, dijamantna elektroda s primjesama bora,
ugljikova, platinska, zlatna itd. (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).

1.2.2.1. ELEKTRODA OD STAKLASTOG UGLJIKA

Krute elektrode gradene od ugljika su u Sirokoj upotrebi u elektroanalitici, ponajprije
zbog njihovog Sirokog raspona primjenjivog potencijala, niske pozadinske struje, bogate
povrsinske struje, niske cijene, kemijske inertnosti i primjenjivosti u mnogim kvalitativnim i
kvantitativnim metodama. Iako svi materijali koji sadinjavaju ugljikove elektrode sadrZe
temeljnu strukturu 3esteroGlanog aromatskog prstena i sp® hibridizaciju, razlikuju se u
relativnoj gusto¢i na svojim povrSinama te posljedi¢no i u kinetici prijenosa elektrona.
Najpopularniji ugljikovi materijali u primjeni ukljucuju staklasti ugljik, ugljikovu pastu,

ugljikova vlakna, film, trake, grafit impregniran voskom i druge (Wang, 2001).
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Staklasti ugljik (engl. glassy carbon, GC) je popularan materijal zbog odli¢nih
mehanickih i elektricnih svojstava, Sirokog raspona potencijala, kemijske inertnosti i
reproducibilnosti. Materijal se priprema paZzljivo kontroliranih grijanjem polimerne smole u
inertnoj atmosferi. Strukturno, staklasti ugljik se sastoji od tankih i smotanih trakica popre¢no

povezanih slojeva grafita (slika 8).

Slika 8. Struktura staklastog ugljika (Jenkins i Kawamura, 1971)

Zbog svoje velike gustoce 1 male veliine pora nije potreban postupak impregnacije. NO
predobrada se obi¢no koristi kako bi se stvorila aktivna i reproducibilna povrsina staklastog
ugljika te za povecanje analitickih izvedbenih znacajki. To se obi¢no postize poliranjem sa
sve manjim cCesticama aluminija na krpici za poliranje. Nakon toga se elektroda ispire
deioniziranom vodom prije upotrebe. Dodatni elektrokemijski, kemijski, toplinski ili laserski

postupci aktivacije se takoder mogu primijeniti (Wang, 2001).

1.2.3. NANOMATERIJALI

Primjena nanotehnologije je u novije vrijeme postala vrlo ucestala u podrucju senzora.
Nanotehnologija podrazumijeva stvaranje i koriStenje materijala na razini atoma, molekula i
supramolekularnih struktura. Mala veli¢ina, nevjerojatna svojstva i jedinstvena opticka
apsorpcija ¢ine ugljikove nanomaterijale prilicno korisnima za terapijske primjene, razvoj
farmaceutskih oblika, selektivno uniStavanje stanica raka te u analitici (Kurbalongu, Ozkan,
2018). Iako se brojne karakteristike razli¢itih ugljikovih nanomaterijala medusobno razlikuju,
zajednicke su i1m zanimljive znacajke koje ih ¢ine vrlo korisnima za stvaranje

elektrokemijskih senzora 1 biosenzora. Zajednicka svojstva uklju¢uju intrinzicnu
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elektrokemijsku aktivnost, visoku elektricnu vodljivost, veliku specificnu povrSinu, lako
funkcionaliziranje i biokompatibilnost. (Sinha i sur., 2018) Nanomaterijali koji su zadobili
najviSe pozornosti u istrazivanju su razli¢iti oblici ugljika (npr. nanocjevc¢ice, nanovlakna,

fuleren, grafen, ugljikova tocka, nanodijamant itd.)

Grafen se smatra jednim od najviSe proucavanih ugljikovih materijala s jedinstvenim
kataliti¢kim svojstvima. Sa sp? vezanim ugljikovim atomima, sadrZi strukturu $esterokutne

slagaline (slika 9) s velikim brojem delokaliziranih & elektrona.

Slika 9. Shematski prikaz strukture grafena (Heyrovska, 2008.)

Grafen je najtanji poznati materijal s debljinom od jednog atoma. Iznimno je snazan, oko
200 puta jaci od celika. Izuzetno dobro provodi toplinu i elektricitet te posjeduje specificne
moguénosti apsorpcije svjetlosti. Grafen je inertan, ali moze ,,apsorbirati razli¢ite atome i
molekule Sto mijenja njihova elektronska svojstva pa se koristi pri izradi senzora. Takoder se
modificira razli¢itim kemijskim skupinama pa nastanu razli¢iti materijali kao §to je grafen

oksid (www.graphene-info.com).

Nanoploc¢ice grafena (eng. graphene nanoplatelets; GNP) su gradane od jednog ili
nekoliko slojeva grafena pomijesanih sa grafitom, stoga su po strukturi izmedu grafena i
grafita (slika 10). Debljinom variraju od 0.34 do 100 nm unutar jedne proizvodne serije. Imaju
mnoga zanimljiva svojstva, poput dobre elektricne i toplinske vodljivosti, mehanicke
cvrstoce, niske cijene, male relativne gustoce i niske cijene. Zbog toga cesto mijenjaju druga

nanostrukturirana punila u istraZzivanju materijala, poput ugljikovih nanocjevcica, metalnih
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nanocestica i gline. Prikladni su za nanokompozitne materijale, jer se mogu lako i uspjesno
uklopiti u polimerne matrikse otapanjem ili taljenjem. Grafitne nanoplocCice su jeftinije nego
ugljikova nanovlakna i1 nanocjevcice, a sli¢no utjeCu na mehanicka svojstva polimera. Uz to,
elektri¢na vodljivost grafitnih nanoplocica je nekoliko redova veli¢ine bolja od elektri¢ne

vodljivosti grafen oksida (Cataldi i sur., 2018).

N o'
Slika 10. Prikaz slojevite strukture grafenskih nanoploc¢ica (www.cheaptubes.com)

Viseslojne ugljikove nanocjevéice (eng. multi-walled carbon nanotubes; MWCNTS) su
izduzeni cilindri¢ni nanoobjekti sacinjeni od sp2 vezanog ugljika (slika 11). Imaju promjer od
3 do 30 nm, a duljina im moze biti do nekoliko centimetara. (Kukovecz, 2013) U posljednje
vrijeme se mnogo proucavaju kao obecavaju¢ materijal zbog visoke mehanicke ¢vrstoce,
Youngovog modulusa, termalne 1 elektri€éne vodljivosti te kemijske stabilnosti. Uvodenjem
ugljikovih nanocjevCica u polimerni matriks poboljSavaju se svojstva materijala poput
mehanicke ¢vrstoce, elektricne vodljivosti, otpora prema lomu, te razlicita elektromagnetna

svojstva (I. N. Mazov i sur., 2011).

Slika 11. Prikaz strukture viSeslojnih grafenskih nanocjev¢ica (www.cheaptubes.com)
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1.1.4. POLIMERNI NOSACI

Glavna prepreka kod razvoja elektrode modificirane ugljikovim nanomaterijalima je niska
topljivost nanomaterijala u veéini poznatih otapala. Tek nakon kovalentne funkcionalizacije
ili nekovalentne modifikacije su ugljikovi nanomaterijali uspjeSno dispergirani u otapalima
poput acetona, etanola, sumporne kiseline i dr. Prednost koristenja nekovalentne modifikacije
polimernim aditivima za pobolj$anje topljivosti ugljikovih nanomaterijala je ta, Sto polimerni
materijali ne pogorSavaju fizikalna svojstva ugljikovih nanomaterijala. Kombiniranjem
prikladnog ugljikovog nanomaterijala i polimernog nosaca koji promovira elektrokemijske
procese poput Nafiona ili kitozana, stvorena je nova vrsta elektroanalitickog filma

jednostavnim procesom otparavanja otapala (Y.C. Tsai i sur., 2004).

Nafion je perfluorirani sulfonirani kationski izmjenjiva¢ koji se naSiroko koristi kao
modifikator elektroda zbog svojih zanimljivih znacajki kao ionski izmjenjivac, termalne
stabilnosti, kemijske inertnosti, mehanicke ¢vrstoce 1 konzerviraju¢ih svojstava. (Y.C. Tsai i
sur., 2004) Struktura Nafiona je takva, da se na tetrafluoro etilenski polimer (Teflon) spajaju
perfluoroeterski ogranci s terminalnom sulfonskom Kkiselinom (Slika 12). S iznimkom
sulfonske kiseline, Nafion je polimer florougljika. Poput veéine fluoropolimera, iznimno je
rezistentan na kemijske reakcije. Sulfonska kiselina je imobilizirana unutar fluorokarbonskog
matriksa i ne moze se ukloniti, no za razliku od fluorokarbonskog matriksa, sulfonska skupina
sudjeluje u kemijskim reakcijama. Zbog prisutnosti sulfonske skupine Nafion djeluje kao
kiseli katalizator te kao ionski izmjenjivac. Budu¢i da svaka sulfonska skupina moze vezati 13
molekula vode na sebe, Nafion je vrlo higroskopan te djeluje kao vrlo selektivna polu-

propusna membrana za vodu (www.permapure.com).

- {CFECFETJKCFCFEJ;_

0—(CaFg)—0—CF2CFp—S503"Na"

Slika 12.Struktura Nafiona (G.A. Olah i sur. 1980)

Kitozan je vrsta biopolimera koji pokazuje karakteristicne bioloSke, fizikalne 1 kemijske
osobine. Poznat je kao biorazgradivi, netoksi¢ni, stabilni i biokompatibilni polimer. Ima
linearnu strukturu koja je rezultat parcijalne deacetilacije hitina. Posjeduje reaktivne amino i
hidroksilne skupine na linearnim lancima poliglukozamina (Slika 13). Kitozan je

polikationski polimer koji pokazuje dobru adhezivnost i lako stvara film, $to ga Cini dobrim

15



materijalom za stvaranje polimernog matriksa. Treba istaknuti njegov veliki potencijal
primjene u podruéju elektrokemijskih biosenzora u svrhu selektivne i osjetljive analize

biomolekula poput nukleinskih kiselina, lijekova itd. (Congur i sur., 2019).

p OH
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H S H H OH P
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(a)

Slika 13.Struktura hitina (a) i kitozana (b) (S. Islam, 2017)
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Mesalazin, odnosno 5-aminosalicilna kiselina je protuupalni lijek koji se koristi kod upalnih
bolesti crijeva, ponajprije kod Chronove bolesti. Djelovanje mu je lokalno u
gastrointestinalnom traktu, gdje vrSi protuupalni uinak na epitelne stanice inhibicijom
ciklooksigenaze i posljedicnim smanjenjem sinteze upalnih medijatora poput leukotriena.
Kod brojnih pacijenata oboljelih od Chronove bolesti je potrebna suplementacija folnom
kiselinom jer su zbog prirode bolesti i terapije takvi pacijenti ¢esto u nedostatku folata. Zato
se u ovom radu ispituju elektroanaliticka svojstva mesalazina, u svrhu razvoja nove analiticke
metode koja bi omogucila simultano odredivanje mesalazina i folne kiseline u uzorku.
Postojanje takve metode bi smanjilo potroSnju reagensa, uzorka i vremena, $to bi, osim za

pacijenta, znacilo znacajno poboljSanje i za analiticare koji odreduju koncentracije tih analita.

U svrhu istovremenog odredivanja mesalazina i folne kiseline odabrane su elektroanaliticke
tehnike, odnosno voltametrija, koja je jeftina tehnika s iznimno brzim vremenom izvedbe. Za
analizu je potrebna mala koli¢ina uzorka, koji moze biti bioloski uzorak ili farmaceutski oblik,
te nije potrebna komplicirana obrada uzorka prije samog mjerenja. Mesalazin oksidacijom
prelazi u kinonimin (Slika 2) gubitkom po jednog elektrona i protona s polozaja 2 i 5, Sto se

vizualizira kao strujni vrh na voltamogramu.

U svrhu dobivanja §to veceg signala i smanjenja pozadinske struje, ispitivanja su vrSena na
elektrodi od staklastog ugljika modificiranoj razli¢itim nanomaterijalima poput viSeslojnih
ugljikovih nanocjev€ica s razli¢itim funkcionalnim skupinama. Uz to se ispitivao utjecaj
polimernog matriksa i koncentracije nanomaterijala u polimernom matriksu na kvalitetu
voltametrijskog signala. Takoder, ispitivao se utjecaj koncentracije uzorka i pH medija na

izgled i veli¢inu strujnog vrha.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. KEMIKALIJE

U izradi ovog diplomskog rada koriStene su sljede¢e kemikalije:

Borna kiselina, H3BO3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Fosfatna kiselina, HsPO, (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

Octena kiselina, CH3COOH (Alkaloid Skopje, Skopje, Makedonija)

Natrijev hidroksid, NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Nafion (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Ultracista voda (dobivena pomoc¢u Milli-Q sustava, Millipore, Bradford, SAD)

N o a r wbdh e

Viseslojne ugljikove nanocjev¢ice modificirane amino skupinama (US Research

Nanomaterials, Inc., Houston, SAD)

8. Viseslojne ugljikove nanocjevéice modificirane karboksilnim skupinama (US Research
Nanomaterials, Inc., Houston, SAD)

9. Viseslojne ugljikove nanocjevéice modificirane hidroksilnim skupinama (US Research
Nanomaterials, Inc., Houston, SAD)

10. Viseslojne ugljikove nanocjev¢ice modificirane grafitom (US Research Nanomaterials,
Inc., Houston, SAD)

11. 1 %-tna otopina kitozana u 1 %-.tnoj octenoj kiselini

12. Mesalazin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

3.2. RADNI INSTRUMENTI

Za vaganje uzoraka za analizu i nanomaterijala koriStena je analitiCka vaga Mettler Toledo
AB-204-S. PodeSavanje pH vrijednosti pufera i ispitivanih otopina vrSilo se pomoc¢u pH-
metra s kombiniranom staklenom elektrodom tvrtke Mettler Toledo, koji je kalibriran
standardnim otopinama pufera ¢iji je pHl = 4,00£0,01 te pH2 = 7,00+0,01. Za
homogeniziranje suspenzija nanomaterijala i otopina uzoraka koristila se ultrazvuc¢na kupelj
Elmasonic S 30H Elma. Ista kupelj se koristila i za CiS¢enje povrSine elektrode nakon

poliranja i prije nanoSenja sloja nanomaterijala na povrsinu elektrode.

Ciklicka 1 pravokutnovalna voltametrijska mjerenja vrSena su pomocu [Autolab
potenciostata/galvanostata proizvodaca Eco Chemie, spojenim sa stolnim racunalom te
upravljanim programom GPES 4.9. Uredaj je povezan s elektrokemijskim ¢lankom koji se

sastoji od radne, referentne i protuelektrode. Kao radna elektroda koristena je elektroda od
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staklastog ugljika ¢ija je povrSina modificirana razli¢itim nanomaterijalima poput ugljikovih
nanocjev¢ica funkcionaliziranim hidroksilnim, karboksilnim i amino skupinama te grafitom.
Za stvaranje homogene suspenzije navedenih nanomaterijala koriStena je otopina Nafiona ili
kitozana. Kao referentna elektroda je koriStena srebro/srebrov klorid (Ag/AgCl) elektroda,

dok je platinska elektroda koriStena kao pomoc¢na elektroda.

3.3. PRIPREMA OTOPINA | SUSPENZIJA NANOMATERIJALA

3.3.1. MATICNA OTOPINA MESALAZINA

Za izradu mati¢ne otopine mesalazina (M,=135.135 g/mol) koncentracije 1x10™ M prvo je na
analitiCkoj vagi u praSCiCu za vaganje izvagana masa mesalazina od 1,351 mg te je sav
mesalazin kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 10,0 mL, uz ispiranje pras¢ica za
vaganje ultraCistom vodom kako bi se osiguralo kvantitativno prenoSenje i1 otapanje
mesalazina. Odmjerna tikvica je do priblizno polovice volumena napunjena vodom te se
stavlja na ultrazvu¢nu kupelj kako bi se osiguralo potpuno otapanje mesalazina. Nakon toga
se tikvica puni ultraCistom vodom do oznake te se promucka, zaklopi ¢epom, oblijepi

parafilmom i sprema u hladnjak na 4°C, gdje je ujedno zasti¢ena od svjetlosti.

3.3.2. BRITTON-ROBINSON PUFER

Britton-Robinson (BR) pufer smjesa je borne (H3BOgs), octene (CH3;COOH) i fosfatne
(H3sPOy,) kiseline koncentracije 0,5 M. U odmjernu tikvicu od 250,0 mL otpipetira se po 20,0
mL svake od navedene tri kiseline u koncentracijama od 0,5 M. Nakon toga se odmjerna
tikvica napuni ultraCistom vodom do oznake, Cime se dobije pufer pH vrijednosti 1,9.

Dodavanjem odredene koli¢ine 0,2 M NaOH dobija se Zeljeni pH pufera.
3.3.3. RADNE OTOPINE MESALAZINA

Potrebno je pripremiti radne otopine mesalazina u koncentracijama 1x10™, 5x10™ i 1x10™ M.
Otopine se pripremaju tako da se u odmjernu tikvicu od 20,0 ml pipetira odredena koli¢ina
mati¢ne otopine te se tikvica do oznake nadopuni BR puferom Zeljenog pH. Koncentracije

radnih otopina te volumeni mati¢ne otopine potrebnih za izradu su prikazani u tablici 1.
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Otopina koncentracija otopine volumen mati¢ne otopine
mati¢na otopina 1x10°M /
radna otopina 1 1x10* M 2 mL
radna otopina 2 5x10° M 1mL
radna otopina 3 1x10° M 200 pL

Tablica 1. I1zrada radnih otopina mesalazina

3.3.4. SUSPENZIJE NANOMATERIJALA

Na analitickoj vagi izvaze se zasebno po 1 mg viseslojnih ugljikovih nanocjev¢ica s vezanim
karboksilnim skupinama, 1 mg viSeslojnih ugljikovih nanocjevc€ica s vezanim hidroksilnim
skupinama, 1 mg viSeslojnih ugljikovih nanocjev€ica s vezanim amino skupinama te 1 mg
viSeslojnih ugljikovih nanocjev¢ica modificiranih grafitom. Svaki od navedenih
nanomaterijala kvantitativno je prenesen u zasebnu tikvicu volumena 5,0 mL te je u svaku
pipetiran 1,0 mL 0,3%-tne otopine Nafiona u etanolu. Ta je otopina dobivena razrjedivanjem
600 ul 5 %-tne otopine Nafiona do ukupnog volumena od 10,0 mL. Koncentracije tako

priredenih nanomaterijala iznose 1 mg/mL.

Za daljnja mjerenja je postupak vaganja nanomaterijala ostao isti, ali se kao suspenzijsko
sredstvo Koristila otopina 0,5%-tnog kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini. 1%-tna octena
kiselina se priprema tako, da se 100 pul 99,8 %-tne octene kiseline razrijedi ultra¢istom vodom
do volumena od 10,0 mL. 0,5%-tna otopina kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini dobiva se
mijeSanjem jednakih volumena 1%-tne otopine kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini i 1%-tne
octene kiseline. U zasebne tikvice od 5,0 mL stavljen je po 1 mg od navedenih nanomaterijala
te je dodan 1 ml pripremljene otopine tako da je koncentracija suspenzije iznosila Img/ml.

Dodatno su pripremljene suspenzije viSeslojnih ugljikovih nanocjev¢ica modificiranih
grafitom i viSeslojnih ugljikovih nanocjevéica s vezanim aminoskupinama u 0,5%-tnom
kitozanu u koncentracijama od 0,5 mg/mL i1 2 mg/mL. Navedene suspenzije priredene su tako
da se 1,0 mg odredenog nanomaterijala suspendiralo u 2,0 mL otopine kitozana, dajuci
suspenziju koncentracije 0,5 mg/mL, odnosno 2 mg nanomaterijala u 1 mL otopine, dajuci

suspenziju koncentracije 2mg/mL.
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Sve priredene suspenzije nanomaterijala zatvorene su ¢epom, oznaCene i oblijepljene
parafilmom te pohranjene u hladnjak na temperaturu od 4 °C gdje su takoder zasti¢ene od

svjetlosti.
3.4. PRIPREMA ELEKTRODA

Elektroda od staklastog ugljika se prije svakog mjerenja polirala na krpici s prahom
aluminijevog oksida (Al,O3), stavila u ultrazvuénu kupelj kako ne bi zaostalo Cestica na
njenoj povrSini te isprala deioniziranom vodom. Isti postupak se primjenjivao i kod
modificirane elektrode, tako Sto je nakon suSenja naneseno 5 pl suspenzije odredenog
nanomaterijala koja je prethodno homogenizirana u ultrazvucnoj kupelji. Elektroda je
spremna za koristenje tek nakon Sto je otapalo iz nanesene suspenzije u potpunosti isparilo,
odnosno kada je naneseni sloj potpuno suh. Nakon odredenog broja mjerenja, sloj
nanomaterijala se skidao ponovnim poliranjem na krpici s Al,O3, elektroda se stavila u
ultrazvuénu kupelj te isprala destiliranom vodom. Navedeni postupak je primijenjen prilikom

modificiranja elektrode sa svakim od gore navedenih nanomaterijala.
3.5. UVJETI MJERENJA

Ciklicki voltamogrami snimljeni su na nemodificiranoj elektrodi od staklastog ugljika (eng.
glassy carbon electrode; GCE), elektrodi od staklastog ugljika modificiranoj viSeslojnim
ugljikovim nanocjevéicama s vezanim amino skupinama, viSeslojnim ugljikovim
nanocjev€icama s vezanim hidroksilnim skupinama, viseslojnim ugljikovim nanocjev¢icama s
vezanim karboksilnim skupinama te na elektrodi od staklastog ugljika modificiranoj
viSeslojnim ugljikovim nanocjev€icama koje su modificirane grafitom. Nanomaterijali su
suspendirani u 0,3%-tnoj otopini Nafiona u etanolu i 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj
octenoj kiselini. pH vrijednosti kretale su se u rasponu od 2 do 8, koriste¢i Britton-Robinson
pufer i 0,2 M otopinu NaOH. Brzina promjene potencijala iznosila je 100 mV/s u rasponu

potencijala od 0 do 1,0 V.

Pravokutnovalni voltamogrami snimljeni su na nemodificiranoj GCE te na GCE modificiranoj
gore navedenim nanomaterijalima u podruc¢ju potencijala od 0 do 1,0 V, frekvencije 70 Hz,
amplitude pulsa 50 mV te promjene porasta potencijala od 2 mV. pH vrijednost ispitivane

otopine se i u ovom sluc¢aju kretala od 2 do § .
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Cicklickom (CV) i pravokutnovalnom (SWV) voltametrijom snimljena je otopina mesalazina

u osnovnom elektrolitu Britton-Robinson puferu pH vrijednosti 2. Mjerenje se vrsilo

nemodificiranom elektrodom od staklastog ugljika. Prvo se snimio voltamogram osnovnog

elektrolita bez mesalazina, nakon Cega su slijedila ponovljena mjerenja otopine mesalazina u

osnovnom elektrolitu. Dobiveni cikli¢ki i pravokutnovalni voltamogrami prikazani su na

slikama 14 i 15.

0.350x10 -
0.300x10 **1
0.250x10 -°
0.200x10 *
0.150x10 **
< 0.100x10
0.050x10 **
I

0050x10 5

0.100x10 54

£0.150x10 *°
0

T T
0.750 1.000 1.250

E/V

Slika 14. Ciklicki voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 1x10 M u BR puferu

pH 2 snimljeni nemodificiranom GCE pri promjeni brzine potencijala 100 mV/s; osnovni

elektrolit tirkizno, prvo mjerenje crveno, drugo mjerenje zeleno, tre¢e mjerenje plavo
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Slika 15. Pravokutnovalni voltamogram mesalazina koncentracije 1x10“ M u BR puferu

pH 2, na GCE frekvencije 70 Hz, amplitude pulsa 50 mV, promjene porasta potencijala 2mV,;

ukupna struja crveno, polazni puls plavo, povratni puls zeleno
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Iz prvog voltamograma je vidljiv jedan dobro definirani oksidacijski pik na vrijednosti
potencijala od priblizno 0,5 V. Nastaje kao posljedica oksidacije mesalazina na fenolnom
kisiku 1 amino skupini, ¢ime se uz dva elektrona gube i dva protona te nastaje kinonimin
(Slika 2). U povratnom mjerenju ciklicke voltametrije uo¢avamo nekoliko manje definiranih
redukcijskih pikova, Sto govori o reverzibilnosti prijenosa elektrona uz popratnu kemijsku
reakciju. Izgled pravokutnovalnog voltamograma potvrduje reverzibilnost reakcije uz jedan
dobro definirani pik pri priblizno istoj vrijednosti potencijala, koji je sacinjen od struje

polaznog i povratnog pulsa.

Buducdi da je pH vrijednost osnovnog elektrolita jedan od najznacajnijih faktora koji utjeu na
izgled voltamograma, sljede¢im mjerenjima je odredena pH vrijednost pufera koja ¢e dati
najpovoljnije rezultate mjerenja. Stoga su ciklickom i pravokutnovalnom voltametrijom
snimljene otopine mesalazina u BR puferu u pH rasponu od 2 do 8 upotrebom nemodificirane
elektrode od staklastog ugljika. Mjerenje se najprije vrSilo u puferu Zeljenog pH bez
prisutnosti analita, kako bi se ustalilo ocitavanje jakosti struje, nakon ¢ega se mjerila otopina
analita. Dobiveni cikli¢ki i pravokutnovalni voltamogrami mesalaina prikazani su na slikama
161 17.
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Slika 16. Cikli¢ki voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 1x10™ M u BR puferu pH
2 (crveno), pH 4 (zeleno), pH 6 (tirkizno), pH 7 (crno) i pH 8 (plavo) na GCE pri brzini
promjene potencijala 100 mV/s
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Slika 17. Pravokutnovalni voltamogram otopine mesalazina koncentracije 1x10° M u BR
puferu pH 2 (crveno), pH 4 (zeleno), pH 6 (tirkizno), pH 7 (crno), pH 8 (plavo) na GCE
frekvencije 70 Hz, amplitude pulsa 50 mV i promjene porasta potencijala 2mV

Iz ciklickog voltamograma moze se uociti, kako se poveéanjem pH vrijednosti otopine
oksidacijski pikovi pomicu prema nizim vrijednostima potencijala. Redukcijski se pikovi
takoder pomicu prema nizim potencijalima, a pri pH vrijednostima 7 i1 8 viSe nisu uocljivi, iz
cega slijedi da u tom pH podru¢ju nema povratne redukcije analita, odnosno da je oksidacija
postala ireverzibilna. Sli¢an trend se uocava i na pravokutnovalnim voltamogramima.
Povecanjem pH vrijednosti se pikovi pomi¢u ka nizim vrijednostima potencijala, a pri pH
vrijednostima 7 i 8 su pikovi znatno maniji, upravo zbog izostanka redukcije analita i signala u

povratnom pulsu.

Kako bi se dobio jasniji uvid u promjenu poloZaja pikova promjenom pH vrijednosti,
napravljen je graficki prikaz ovisnosti potencijala oksidacije mesalazina o pH vrijednosti

osnovnog elektrolita (Slika 18).
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Slika 18. Graficki prikaz ovisnosti potencijala oksidacije mesalazina u pravokutnovalnoj

voltametriji o pH vrijednosti osnovnog elektrolita

Iz navedenog grafickog prikaza je vidljivo da vrijednost potencijala oksidacije linearno ovisi
0 pH, uz nagib pravca od -55 mV/pH. To se podudara s teorijskom vrijednosti od -59 mV/pH
za redoks sustave kod kojih je jednak broj protona i elektrona ukljucen u reakciju, iz ¢ega

slijedi zakljucak da je difuzija analita ograni¢avajuci korak za oksidaciju mesalazina.

Na isti nacin prikazana je ovisnost vrSne jakosti struje oksidacije mesalazina u

pravokutnovalnoj voltametriji o pH vrijednosti osnovnog analita (Slika 19).

4

Slika 19. Ovisnost vr3ne jakosti struje oksidacije mesalazina u pravokutnovalnoj voltametriji

0 pH vrijednosti osnovnog elektrolita
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Vrsna vrijednost jakosti struje, odnosno visina voltametrijskog pika, je najve¢a kod pH
vrijednosti 2 i 4 te se povecanjem pH vrijednosti ona smanjuje. U daljnjim mjerenjima za
osnovni elektrolit je odabrana pH vrijednost 6. lako ta vrijednost nije optimalna za veli¢inu
voltametrijskog pika mesalazina, odabrana je zbog mogucénosti daljnjeg razvoja metode u
smjeru istovremenog odradivanja mesalazina i folne kiseline, budu¢i da je optimalna pH

vrijednost za voltametrijska istrazivanja folne kiseline upravo pH 6.

Sljedeca faza istraZivanja bila je ispitati utjecaj razli¢itih nanomaterijala na rezultate mjerenja.
Primjenom sloja nanomaterijala na povrsSini elektrode potrebno je osigurati uvjete koji ce
dovesti do §to veéeg odaziva elektrode uz $to manju pozadinsku struju. U tu svrhu su
snimljeni cikli¢ki i pravokutnovalni voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 5x10™° M
u BR puferu pH 6 u rasponu potencijala od 0 do 1,0 V na GCE maodificiranoj viSeslojnim
ugljikovim nanocjevficama s grafitom (MWCNT/grafit), viSeslojnim ugljikovim
nanocjevCicama s vezanim amino skupinama (MWCNT/NH,), viSeslojnim ugljikovim
nanocjev€icama s vezanim hidroksilnim skupinama (MWCNT/OH) 1 viSeslojnim ugljikovim
nanocjevéicama s vezanim karboksilnim skupinama (MWCNT/COOH) suspendiranima u 0,3
%-tnoj otopini Nafiona u etanolu i 0,5 %-tnoj otopini kitozana u 1 %-tnoj octenoj kiselini.
Koncentracija priredenih suspenzija iznosila je 1 mg/mL. Dobiveni voltamogrami prikazani

su na slikama 20 i 21.
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Slika 20. Cikli¢ki voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 5x10”> M u BR puferu pH
6 na nemodificiranoj GCE (crveno) te na GCE modificiranoj MWCNT/grafit (tirkizno),
MWCNT/NH; (crno), MWCNT/COOH (zeleno) i MWCNT/OH (plavo) (c=1mg/mL) u

0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona pri brzini promjene potencijala od 100 mV/s
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Slika 21. Cikli¢ki voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 5x10™° M u BR puferu pH
6 na nemodificiranoj GCE (crveno) te na GCE modificiranoj MWCNT/grafit (tirkizno),
MWCNT/NH; (crno), MWCNT/COOH (zeleno) i MWCNT/OH (plavo) (c=1mg/mL) u 0,5

%-tnoj otopini kitozana u 1 %-tnoj octenoj kiselini pri brzini promjene potencijala 100 mV/s

Iz prilozenih voltamograma je vidljivo da su oksidacijski pikovi znatno veci kada se elektroda
modificira sa slojem nanomaterijala. Suspenzija nanomaterijala u 0,5%-tnom kitozanu u 1%-
tnoj octenoj kiselini je dala puno veée 1 bolje definirane pikove nego suspenzija
nanomaterijala u 0,3%-tnom Nafionu. Takav ishod je bio o¢ekivan, buduci da kitozan sadrzi
pozitivno nabijene amino skupine, dok je mesalazin pri pH 6 negativno nabijen te stoga dolazi

do privlacenja suprotnih naboja, $to pospjesuje oksidaciju mesalazina na povrsini elektrode.

Buduéi da su najveéi pikovi dobiveni modificiranjem povrsine elektrode s MWCNT/NH,
radi zornijeg prikazivanja utjecaja navedenog materijala na odaziv elektrode, zasebno su na
slikama 22 i 23 izdvojeni ciklicki i pravokutnovalni voltamogrami mjerenja otopine
mesalazina GCE modificiranom s MWCNT/NH, u odnosu na otopinu samog 0sSnovnog

elektrolita.
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Slika 22. Ciklicki voltamogram BR pufera pH 6 (crveno) i otopine mesalazina koncentracije
5x10° M u BR puferu pH 6 (plavo) na GCE ¢&ija je povr§ina modificirana MWCNT/NH,
(c=1,0mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini, pri brzini promjene

potencijala 100 mV/s
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Slika 23. Pravokutnovalni voltamogram BR pufera pH 6 (crveno) i otopine mesalazina
koncentracije 5x10"° M u BR puferu pH 6 (plavo) na GCE &ija je povrina modificirana

MWCNT/NH; (c=1,0 mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini, pri

frekvenciji od 70 Hz, amplitudi pulsa 50 mV, promjeni porasta potencijala 2mV

Prilozeni voltamogrami pokazuju kako je pravokutnovalna voltametrija puno osjetljivija
metoda analize koja daje veci analiticki signal, osobito kada se radi o reverzibilnim
reakcijama poput oksidacije mesalazina te bi u daljnjim istraZzivanjima u smjeru istovremenog

odredivanja folne kiseline bila najpogodnija metoda analize.
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Do sada je u razvoju metode najbolje ishode dala GCE modificirana viSeslojnim
ugljikovim nanocjev€icama s vezanim aminoskupinama (MWCNT/NH,) suspendiranim u
0,5%-tnoj otopini Kkitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini. Koncentracija navedenog
nanomaterijala u suspenziji iznosila je 1mg/mL. Sljedec¢i korak u razvoju metode bio je
ispitati utjecaj koncentracije nanomaterijala u suspenziji na rezultate mjerenja. U tu svrhu su
priredene suspenzije u kojima koncentracije nanomaterijala iznose 0,5 mg/mL 1 2,0 mg/mL
(postupak opisan u odjeljku 3.3.4.). Voltamogrami snimljeni nanoSenjem navedenih

suspenzija na GCE prikazani su na slikama 24 i 25.
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Slika 24. Cikli¢ki voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 5x10° M u BR puferu
pH 6 snimljeni koriste¢i nemodificiranu GCE (crveno) te GCE modificiranu suspenzijom
MWCNT/NH, u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini koncentracije 0,5

mg/mL (tirkizno), 1,0 mg/mL (zeleno) i 2,0 (plavo) pri brzini promjene potencijala 100 mV/s
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Slika 25. Pravokutnovalni voltamogrami otopine mesalazina koncentracije 5x10° M u BR
puferu pH 6 snimljeni koriste¢i nemodificiranu GCE (crveno) te GCE modificiranu
suspenzijom MWCNT/NH; u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini
koncentracije 0,5 mg/mL (tirkizno), 1,0 mg/mL (zeleno) i 2,0 (plavo) pri frekvenciji od 70

Hz, amplitudi pulsa 50 mV, promjeni porasta potencijala 2mV

Iz priloZenih voltamograma je vidljivo da se povecanjem koncentracije nanomaterijala u
suspenziji povecava i vr$na jakost struje. Uz to su pikovi dobiveni koriStenjem GCE
modificirane nanomaterijalima uzi i definiraniji, te blago pomaknuti prema nizim
vrijednostima potencijala. ZakljuCujemo kako su koriStenjem viseslojnih ugljikovih
nanocjevcica s vezanim amino skupinama suspendiranim u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-
tnoj octenoj kiselini u koncentraciji 2 mg/mL dobiveni najpovoljniji rezultati, kako u

cikli¢koj, tako 1 u pravokutnovalnoj voltametriji.

Kako bi se zornije prikazali svi prikupljeni rezultati mjerenja, izradeni su graficki prikazi koji
usporeduju izmjerene vrne jakosti struje na modificiranoj elektrodi u cikli¢koj (Slika 26) i

prvokutnovalnoj voltametriji (Slika 27).
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Slika 26. V/réne jakosti struje mesalazina koncentracije 5x10”° M u BR puferu pH 6 izmjerene

ciklickom voltametrijom na modificiranoj GCE pri brzini promjene potencijala 100 mV/s
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Slika 27. V/réne jakosti struje mesalazina koncentracije 5x10”° M u BR puferu pH 6 izmjerene

pravokutnovalnom voltametrijom na modificiranoj GCE pri frekvenciji 70 Hz, amplitudi

pulsa 50 mV, promjeni porasta potencijala 2mV

*GCE-grafit-Kit-2: GCE modificirana MWCNT/grafit (c=2 mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini
kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-grafit-Kit-0,5: GCE modificirana MWCNT/grafit
(c=0,5 mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-NH2-Kit-2:
GCE modificirana MWCNT/NH, (c=2mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj
octenoj kiselini; GCE-NH2-Kit-0,5: GCE modificirana MWCNT/NH, (c=0,5mg/mL) u 0,5%-
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tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-NH2-Kit: GCE modificirana
MWCNT/NH, (c=1mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-
grafit-Kit: GCE modificirana MWCNT/grafit (c=1 mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u
1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-COOH-Kit: GCE modificirana MWCNT/COOH (c=1 mg/mL)
u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-OH-Kit: GCE modificirana
MWCNT/OH (c=1 mg/mL) u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini; GCE-
NH2-Naf: GCE modificirana MWCNT/NH, (c=1 mg/mL) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini
Nafiona; GCE-grafit-Naf: GCE modificirana MWCNT/grafit (c=1 mg/mL) u 0,3%-tnoj
etanolnoj otopini Nafiona; GCE-COOH-Naf : GCE modificirana MWCNT/COOH (c=1
mg/mL) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona; GCE-OH-Naf: GCE modificirana
MWCNT/OH (c=1mg/mL) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona; GCE: nemodificirana
elektroda od staklastog ugljika.
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5.ZAKLJUCCI
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Preliminarna voltametrijska mjerenja otopine mesalazina u BR puferu pH 2 na GCE pokazala
su, kako je oksidacija mesalazina reverzibilan proces, koji daje jedan dobro definirani pik
koriste¢i pravokutnovalnu voltametriju, odnosno jasno definirane oksidacijske i redukcijske
pikove koriste¢i cikli¢ku voltametriju. Optimalni uvjeti za veli¢inu i izgled pika mesalazina u
pravokutnovalnoj voltametriji su frekvencija od 70 Hz, amplituda pulsa od 50 mV te

promjena porasta potencijala od 2 mV.

Povecavanjem pH vrijednosti otopine primije¢eno je pomicanje voltametrijskih pikova
mesalazina prema niZzim vrijednostima potencijala uz koeficijent od 55 mV po jedinici pH.
Stoga se zakljucuje kako je oksidacija mesalazina proces gubitka jednakog broja protona i
elektrona te je brzina procesa kontrolirana difuzijom. Zbog izgleda i polozaja pika na
voltamogramu, odabrana je pH vrijednost 6 za daljnja mjerenja.

Modificiranjem GCE razli¢ito funkcionaliziranim ugljikovim nanocjevficama znatno se
poboljsava izgled i veli¢ina snimljenih voltametrijskih pikova mesalazina. Pri tome je vazno s
kojim funkcionalnim skupinama su ugljikove nanocjevc¢ice modificirane te polimerni matriks
u kojem su ugljikove nanocjevcice suspendirane. Najbolji rezultati su dobiveni koriStenjem
viseslojnih ugljikovih nanocjevéica s vezanim amino skupinama (MWCNT/NH,) koje su

suspendirane u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-tnoj octenoj kiselini.

JoS jedan znacajan cCimbenik koji utjeCe na rezultate voltametrijskih mjerenja je i
koncentracija nanomaterijala u suspenziji koja se nanosi na povrSinu elektrode. Stoga su
ispitane razli¢ite koncentracije dviju nanomaterijala koji su pokazali najbolje rezultate u
prethodnim mjerenjima, a to su MWCNT/NH; i MWCNT/grafit. Zakljueno je kako
suspenzija MWCNT/NH, u koncentraciji od 2,0 mg/mL u 0,5%-tnoj otopini kitozana u 1%-
tnoj octenoj kiselini daje najvece pikove te se upravo taj nanomaterijal preporucuje za daljnja
istraZzivanja u smjeru razvoja nove elektroanaliticke metode za istovremeno odredivanje

mesalazina i folne kiseline.
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7.1. SAZETAK

Mesalazin je protuupalni lijek koji se koristi u lijeenju upalnih bolesti crijeva. Strukturno je
slican salicilatima i ostalim nesteroidnim protuupalnim lijekovima te je aktivni oblik
sulfasalazina. Indikacije za ovaj lijek su lije€enje akutnih pogorSanja i odrzavanje remisije

kod Chronove bolesti i ulcerativnog kolitisa.

U ovom radu su se ispitivala elektroanaliticka svojstva mesalazina uz pomo¢ tehnika ciklicke
i pravokutnovalne voltametrije u razli¢itim pH vrijednostima osnovnog analita te koristeci
razli¢ite modifikacije povrsine elektrode od staklastog ugljika (GCE). Cilj rada bio je prouciti
elektrokemijsko ponaSanje mesalazina uporabom razli¢itih nanomaterijala kao modifikacija
povrsine elektrode i utvrditi mogu li dobiveni rezultati posluZiti u razvoju nove analiticke

metode za istovremeno odredivanje mesalazina i folne kiseline.

Snimanjem cikli¢kih i pravokutnovalnih voltamograma utvrdeno je kako je pH 6 osnovnog
elektrolita, tj. Britton-Robinsonova pufera, najpovoljniji za polozaj oksidacijskog pika
mesalazina, koji se javlja na potencijalu od oko 0,25 V, s obzirom na stabilnost i
voltametrijski odgovor folne kiseline. Takoder je utvrdeno kako je oksidacija mesalazina pri
tom pH reverzibilan proces. Nadalje, modifikacijom povrsine GCE razli¢itim
nanomaterijalima utvrdeno je kako se najbolji rezultati postizu koriStenjem suspenzije
viSeslojnih ugljikovih nanocjevéica s vezanim amino skupinama (MWCNT/NH;) u 0,5%-
tnom kitozanu u 1%-tnoj octenoj kiselini. Uz to, vazan ¢imbenik za odaziv elektrode je i
koncentracija nanomaterijala u suspenziji koja se nanosi na povrSinu elektrode. Najbolji
signal uz najmanji pozadinski Sum dobiven je modificiranjem povrSine GCE s navedenom
suspenzijom u kojoj su MWCNT/NH, bile u koncentraciji od 2 mg/mL te se za daljnja
istrazivanja preporucuje uporaba upravo tog nanomaterijala u navedenoj koncentraciji kao

modifikator povrSine GCE s najpovoljnijim u¢inkom na ishode mjerenja.
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7.1. SUMMARY

Mesalazine is an anti-inflammatory drug used to treat inflammatory bowel diseases. It is
structurally similar to salicylates and other nonsteroidal anti-inflammatory drugs, and is an
active form of sulfasalazine. Indications for this drug are the treatment of acute exacerbations

and maintenance of remission in Chron's disease and ulcerative colitis.

In this thesis, the electroanalytic properties of mesalazine were investigated using cyclic and
square-wave voltammetry techniques at different pH values of the basic electrolyte and using
various surface modifications of glassy carbon electrode (GCE). The aim of the study was to
investigate the electrochemical behavior of mesalazine using various nanomaterials as
electrode surface modificators and to determine whether the obtained results can be used to

develop a new analytical method for simultaneous determination of mesalazine and folic acid.

By capturing cyclic and squarewave voltammograms, it was found that the pH value 6 of the
base electrolyte, i.e., the Britton-Robinson R buffer is most favorable for the position of the
mesalazine oxidation peak, which appears at a potential of about 0.25 V, with respect to the
stability and voltammetric response of the folic acid. It was also found that the oxidation of
mesalazine at this pH value is a reversible process. Furthermore, when modifying the surface
of GCE with different nanomaterials, the best results were obtained by using a suspension of
multi-walled carbon nanotubes functionalized with amino groups (MWCNT/NH,) in a solutin
of 0.5% chitosan in 1% acetic acid. In addition, an important factor for the response of the
electrode is the concentration of nanomaterials in the suspension applied to the surface of the
electrode. The best signal with the lowest background noise was obtained by modifying the
surface of GCE with suspension in which MWCNT/NH, was at a concentration of 2 mg/mL,
and further research recommends the use of this nanomaterial at said concentration as a GCE

surface modifier with the most favorable effect on measurement outcomes.
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