Jovana Stijepic¢

pH senzori zasnovani na
elektrodama od
staklastog ugljenika
modifikovanim cesticama
zlata, redukovanim
grafen oksidom i
polianilinom

Za merenje pH vrednosti, koja je jedan je od
kljucnih parametara mnogih hemijskih i bio-
loSkih procesa, najcesce se koristi staklena ele-
ktroda i njena idealna osetljivost je 59.16 mV
po pH jedinici, $to se smatra referentnom vred-
noscu za pH senzore. U ovom radu konstruisani
su pH senzori na bazi elektrode od staklastog
ugljenika modifikovane redukovanim grafen
oksidom, deponovanim cesticama zlata i pro-
vodljivim polimerom polianilinom. Modifiko-
vane elektrode, konstruisane u triplikatu, ko-
riscene su kao indikatori u potenciometrijskim
merenjima, uz zasicenu kalomel elektrodu kao
referentnu. Potencijal otvorenog kola je meren
u puferskim rastvorima pH vrednosti 2-12.
Nemodifikovane elektrode pokazivale su medu-
sobno razlicite odzive i malu osetljivost, dok je
kod modifikovanih elektroda uocena linearna
zavisnost izmedu potencijala otvorenog kola i
pH vrednosti pufera koji je koriscen. Najbolji
odziv su pokazale elektrode GCE/Au/rGO i
GCE/Au/rGO/PANI. Za ove elektrode dobijena
Jje linearnost odziva i osetljivost od 48.2 mV/pH
165.2 mV/pH, respektivno, Sto je priblizno nern-
stovskom odzivu (59.16 mV/pH). Potencijalna
primena konstruisanih pH senzora bila bi u me-
renjima pH vrednosti u razlicitim hemijskim i
bioloSkim sistemima.
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Uvod

pH vrednost vodenog rastvora, definisana kao
negativni dekadni logaritam aktiviteta hidronijum
jona (H30%), jedan je od klju¢nih parametara mno-
gih hemijskih i bioloskih procesa (Korostynska et
al. 2007). Staklena elektroda, najviSe koriS¢ena
jon-selektivna elektroda za merenje pH vrednosti,
napravljena je od stakla ¢iju osnovnu strukturu
¢ine tetraedri SiO,, uz dodatak Na,O, CaO i/ili
Li,0, rastvora u unutrasnjosti elektrode (obi¢no
rastvor HCI aktiviteta H;O* jona 0.1), unutrasnje
elektrode (obi¢no Ag/AgCl) i staklenog tela
elektrode. Zavisnost potencijala staklene elektrode
od aktiviteta H;O* jona odredena je Nernstovom
jednacinom:

E=E"+ 72'32;RT loga,, .
gde je E° standardni ¢elijski potencijal, koji zavisi
od standardnog potencijala unutrasnje referentne
elektrode, R je gasna konstanta (8.314 ] Kﬁlmolfl),
T apsolutna temperatura, n je broj razmenjenih
elektrona tokom reakcije ili polureakc?e (1 za
H;0"), F Faradejeva konstanta (9.649-10" C/mol)
i ay o aktivitet H;O" jona. Na 25°C, elektrodni
potencijal kao funkcija pH moze se predstaviti iz-
razom:

E=E"-0.05916-pH
Ova jednacina pokazuje da je idealna pH oset-

ljivost staklene elektrode 59.16 mV po pH jedinici
(Qin et al. 2015).
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Pored staklene elektrode, istrazZivanja su
pokazala da se elektrode modifikovane provod-
ljivim polimerima takode mogu koristiti za me-
renje pH vrednosti, zbog svojih funkcionalnih
grupa koje su, u zavisnosti od pH sredine, pro-
tonovane ili deprotonovane, sto dovodi do pro-
mene elektri¢nih svojstava.

Polianilin je provodljivi polimer, najcesée
koriséen u ovu svrhu zbog amino grupa u svojim
polimernim lancima koje imaju afinitet prema
H;0* jonima (Qin ez al. 2015) Polianilin moze
postojati u tri oblika: leukoemeraldin — LEB (re-
dukovani oblik), emeraldin — EB (poluoksi-
dovani oblik) i pernigranilin — PNB (u potpunosti
oksidovani oblik). Jedini provodljivi oblik je
protonovani oblik emeraldina. Kada je prisutna
dovoljno jaka kiselina, emeraldin biva proto-
novan, i nastaje oblik emeraldin soli — ES, §to je
prikazano na slici 1. Protonovanje je povratan

H H H H
N N N N 1l
+ + -

L n

Slika 1. Protonovani i
deprotonovani oblik
polianilina:

emeraldin — EB (I),
emeraldin so — ES (II).

(EB)

Figure 1. Protonated and
deprotonated form of
polyaniline:

emeraldine — EB (I),
emeraldine salt — ES (II).

proces, i na tom principu se zasniva pH oset-
ljivost polianilina. Izmedu pH vrednosti rastvora
i potencijala otvorenog kola moZe se uociti line-
arna zavisnost, pa se elektrode modifikovane po-
lianilinom mogu koristiti kao pH senzori.

Do sada su uspes$no konstruisani pH osetljivi
senzori na bazi ugljeni¢nih nanocevi i polianilina
koji su se pokazali odli¢no u rasponu pH od 1 do
13 (Kaempgen i Roth 2006, Ferrer-Anglada et al.
2006).

Redukovani grafen oksid predstavlja mate-
rijal slican grafenu, dobijen redukcijom grafen
oksida, ali na svojoj povrsini i dalje poseduje
malo kiseoni¢nih funkcionalnih grupa, kao §to su
hidroksilne, karboksilne i epoksidne grupe. Od-
likuje se odli¢nom provodljivoscu i termalnom
stabilog¢u. Cestice zlata na redukovanom grafen
oksidu poboljSavaju provodljivost materijala, a
uoceno je da Cestice zlata i redukovani grafen

Tabela 1. Modifikacije elektroda kori§éenih u ovom istraZivanju

Redukovani

Deponovane Redukovani grafen oksid sa
Tip elektrode Cestice zlata grafen oksid Cesticama zlata Polianilin
GCE - - -
GCE/PANI - - +
GCE/Au + - -
GCE/Au/PANI + - — +
GCE/rGO - + - —
GCE/rGO/PANI - + - +
GCE/rGO+Au - - + —
GCE/rGO+Au/PANI - - + +
GCE/Au/tGO + + - -
GCE/Au/rGO/PANI + + -
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oksid poseduju sinergisticki efekat sa poliani-
linom. Cestice zlata, deponovane direktno na
elektrodu od staklastog ugljenika povecavaju
aktivnu povrsinu elektrode, kao i provodljivost
(Xuetal.2014; Guo et al. 2012; Tan et al. 2015).

U ovom istrazivanju kori§¢ene su razlicite
metode za modifikaciju elektrode od staklastog
ugljenika redukovanim grafen oksidom i Cesti-
cama zlata i nakon toga provodljivim polime-
rima. Elektrode sa razli¢itim modifikacijama su
najpre konstruisane, a potom su ispitane moguc-
nosti njihovog koris¢enja kao potenciometrijskih
pH senzora. Modifikacije su prikazane u tabeli 1.

Materijal i metode

Sinteza grafen oksida. Grafit je oksidovan u
2 koraka. U prvom koraku, radi delimi¢ne oksi-
dacije, dodato je 12 mL sumporne kiseline (Sig-
ma Aldrich) u 3 g grafita (Centrohem), 2.5 g
K,S,0g (Kemika) i 2.5 g P,Os (La Chema), res-
pektivno. Smesa je meSana u vremenskom in-
tervalu od 4.5 h na temperaturi od 80°C. Zatim je
ohladena na sobnoj temperaturi, razblaZzena sa
0.5 L vode i ostavljena preko nod¢i. Rastvor je
filtriran i talog je ispran destilovanom vodom,
nakon ¢ega je ostavljen da se susi na sobnoj tem-
peraturi.

U 120 mL koncentrovane sumporne kiseline
temperature 0°C dodat je proizvod, 15 g KMnOy,
u malim porcijama, uz meSanje. Temperatura
smeSe odrZavana je ispod 20°C. Zatim je rastvor
zagrevan i temperatura je odrZavana na 35°C
tokom 2 h. U manjim porcijama u suspenziju je
dodato 0.5 L vode, nakon ¢ega je temperatura
odrzavana na 50°C. Jo§ 250 mL vode dodato je
odjednom, a nakon 2 h dodato je je jo§ 600 mL.
Nakon dodavanja vode dodavano je 20 mL 30%
rastvora H,O, (Sigma Aldrich), $to je bilo pro-
pradeno pojavom gasova i promenom boje ras-
tvora iz tamno braon u svetlije braon (Wu et al.
2012). Da bi se razdvojili slojevi grafen-oksida
suspenzija grafen-oksida koncentracije 1 mg/mL
ultrasonifikovana je tokom 20 min.

Redukcija grafen oksida. 20 mL rastvora
hitozana (Acros Organics) (10 mg/mL) i ista
zapremina suspenzije grafen oksida (6 mg/mL)
pomesane su u posudi i ostavljene u ultrazvucno
kupatilo tokom 5 minuta. pH smeSe bila je 5.
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Smesa je zagrevana uz refluks na 90°C tokom 9
h, tokom kojih se grafen oksid redukovao.

Sinteza Cestica zlata i redukcija grafen ok-
sida. U 7 mL rastvora HAuCl, (dr) (0.4 mg/mL)
dodata je 1 kap suspenizije grafen oksida (6
mg/mL). 4 mL NaOH (Hemos) (0.025 mol/L) i
100 mg hitozana dodato je u smesu i smesa je
mesana tokom 9 h na 90°C. (Guo et al. 2012).
Redukovani grafen oksid i redukovani grafen
oksid sa Cesticama zlata po zavrsetku reakcije
ostavljeni su da se ohlade na sobnoj temperaturi
nakon ¢ega su filtrirani i isprani vodom. OsuSeni
su i cuvani u eksikatoru do kori§¢enja. Snimljeni
su IR spektri suvog grafen oksida i redukovanog
grafen oksida (Thermo Scientific Nicolet iS10) i
izmerene su mase dobijenih proizvoda.

Poliranje elektrode. Pre konstrukcije svake
od elektroda, elektrode su polirane koristeci
Smirglu (tipa P100 i P180), zatim polirane dija-
mantskim pastama (Shuangxin) sukcesivno
manje velic¢ine (14, 10, 2.5, 11 0.5 pm) i na kraju
polirane tkaninom. U cilju uklanjanja preostalih
tragova materijala za poliranje elektrode su
ultrasonifikovane u dejonizovanoj vodi tokom 5
minuta.

Deponovanje Cestica zlata na elektrodu od
staklastog ugljenika. Polirana elektroda od
staklastog ugljenika uronjena je u vodeni rastvor
koji sadrzi HAuCl, (1 mmol/L) i KCI (Merck)
(0.1 mol/L). Za elektrodepoziciju snimljen je
cikli¢ni voltamogram na potencijalu od -1.5 V do
2 V, pri brzini skeniranja 0.05 V/s tokom 8
ciklusa. KoriS¢en je potenciostat DY2000.
Elektroda je ¢uvana u 0.1 mol/L fosfatnom
puferu (pH = 7) (Jayakumar et al. 2018).

Nanosenje redukovanog grafen oksida (sa
cesticama zlata) na GC elektrodu. 10 mg
sprasenog redukovanog grafen oksida (sa Ces-
ticama zlata), dispergovano je u ultrazvu¢nom
kupatilu u 1.5 mL etanola (Fluka) tokom 10
minuta. Po 2 puL suspenzije viSe puta naneto je na
prethodno poliranu elektrodu od staklastog ug-
ljenika. Nakon zavrSetka nanoSenja kompozita
odvojen je viSak redukovanog grafen oksida
ispiranjem elektrode vodom (Guo et al. 2012).

Elektropolimerizacija. Preko kompozita,
elektropolimerizacijom bio je dodat sloj pro-
vodljivog polimera polianilina na elektrodu od
staklastog ugljenika: snimljen je cikli¢ni volta-
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mogram u rastvoru koji sadrzi 0.05 M anilina
(dr) i 1.0 M HCI (Centrohem), na potencijalu od
-0.2 do 0.8 V, pri brzini skeniranja 0.05 V/s
tokom 100 ciklusa (Lindfors ef al. 2002). Pre
pocetka elektropolimerizacije rastvori su deae-
risani argonom tokom 5 minuta radi uklanjanja
kiseonika iz rastvora.

Puferski rastvori. Pravljeni su puferi u op-
segu pH od 2 do 12, kako bi se ispitala zavisnost
izmedu potencijala i razli¢itih pH vrednosti. Ko-
riSéeni su ftalatni, fosfatni i boratni puferi (Perrin
i Dempsey 1974). pH je korigovana rastvorima
0.5 M HCI11i 0.6 M NaOH (Corning pH meter
440).

Elektrohemijska merenja. Pre potenciome-
trijskih merenja elektrode sa slojem polianilina
kondicionirane su tokom 20 h u 1 M rastvoru
HCI (Lindfors i Ivaska 2002).

Meren je potencijal otvorenog kola (Hanna
Instruments pH 300) u puferskim rastvorima u
rasponu pH 2 do 12. Kao indikatorska elektroda
koris¢ena je modifikovana elektroda od stak-
lastog ugljenika, a kao referentna zasi¢ena kalo-
melova elektroda (Schott). Pre svakog merenja
elektrode su bile ispirane destilovanom vodom,
radi istih pocetnih uslova.

Pre elektropolimerizacije meren je potencijal
otvorenog kola u puferskim rastvorima (2-12) za
svaku konstruisanu elektrodu radi poredenja re-
zultata dobijenih merenjem potencijala otvorenog
kola koristeci elektrodu sa i bez sloja polimera.

100

Rezultati 1 diskusija

Karakterizacija redukovanog grafen ok-
sida. Nakon sinteze izmereno je 600 mg suvog
grafen oksida (GO), 195 mg suvog redukovanog
grafen oksida (rGO) i 65 mg suvog redukovanog
grafen oksida sa Cesticama zlata. Na slici 2 su
prikazani IR spektri GO i rGO. Na spektru se
uocavaju trake specifi¢ne za grafen oksid na
2988, 1705, 1575, 11721988 cm™.. Pretpostavlja
se da traka na 2988 cm™! potice od vibracija C-H
veze, traka na 1705 cm™ potice od isteZucih vib-
racija C=0 veze, na 1575 cm™! od istezanja C=C
veze, na 1172 cm™ od istezanja C-OH veze i
traka na 988 cm™! poti¢e od deformacionih vibra-
cija C-O veze. U skladu sa literaturnim poda-
cima, redukovani grafen oksid ima trake na
2864, 16171 1029 cm™.. Pretpostavlja se da traka
na 2864 cm™ potice od isteZucih vibracija C-H
veze, trakana 1617 cm™' od istezanja C=C veze, a
traka na 1029 cm™! od vibracija C-O veze.

Deponovanje Cestica zlata na elektrodu od
staklastog ugljenika. Na slici 3 je prikazan
voltamogram dobijen elektrodepozicijom Cestica
zlata preko elektrode od staklastog ugljenika.
Pretpostavlja se da redukcioni pikovi pripadaju
redukciji zlata (a), redukciji vodonika (b) i evo-
luciji vodonika (c), a da oksidacioni pikovi pripa-
daju oksidaciji deponovanog zlata (d) i evoluciji
kiseonika (e).

P Slika 2. Infracrveni spektri
%OO grafen oksida i redukovanog
90 4 r grafen oksida.
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! Slika 3. Voltamogram dobijen
elektrodepozicijom Cestica zlata
preko elektrode od staklastog
ugljenika.

Figure 3. Voltammogram
obtained by electrodeposition of
gold particles over a glassy
carbon electrode.

25

-0.010

-0.0054

0.0054

0.010+

Slika 4. Voltamogram dobijen
elektropolimerizacijom anilina
preko elektrode od staklastog
ugljenika sa deponovanim
Cesticama zlata.

Figure 4. Voltammogram
obtained by
electropolimerization of aniline
via a glassy carbon electrode
with deposited gold particles.

EV]

Sinteza provodljivog polimera. Na cik-
li¢nom voltamogramu (slika 4) uocava se redoks
parna 280 mV i 190 mV (a), za koji se pret-
postavlja da pripada leukoemeraldin (LEB) —
emeraldin so (ES) prelasku. Drugi redoks par, na
550 mV 1510 mV (b) pripada proizvodu degra-
dacije polianilina, a tre¢i redoks par, na vise od
700 mV (c) pripada prelasku emeraldin so (ES) —
pernigranilin (PNB).

Potenciometrijska merenja. U tabeli 2 su
dati parametri linearne zavisnosti elektrodnog
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potencijala od pH vrednosti (E =k-pH+m),
koeficijenti odredenja R*i srednja osetljivost
elektroda (tabela 1). Na slici 5 prikazane su za-
visnosti izmedu potencijala i pH vrednosti za
konstruisane elektrode.

Uocava se da se nagibi pravih za tri ispitivane
GC elektrode nemaju priblizne vrednosti, koje
pored toga znacajno odstupaju od Nernstovog
nagiba (59.16 mV/pH), na osnovu ¢ega moZemo
zakljuciti da se nemodifokavana elektroda od
staklastog ugljenika ne moZe uspesno koristiti za
merenje pH vrednosti.
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Tabela 2. Zavisnost elektodnog potencijala E od pH vrednosti i osetljivost elektroda

Parametri jednacine E = E° —k-pH Srednja
osetljivost

Tip elektrode RB  k[mV/pH] Ak  E°[mV] AE’ R’ [mV/pH]
GCE 1 3.33 0.16 222 3 0978 22

2 38.2 1.6 411 11 0.986

3 25.2 1.8 346 14 0.953
GCE/PANI 1 19.1 0.8 398 6 0.981 32

2 37.3 1.6 425 13 0.981

3 40 5 450 20 0.928
GCE/Au 1 38.2 0.5 402 4 0998 44

2 52.0 1.0 558 7 0.996

3 433 1.2 495 9 0.992
GCE/Au/PANI 1 47.1 1.7 433 14 099 55

2 54.1 1.0 461 7 0.990

3 65.3 1.3 547 10 0.996
GCE/rGO 1 25.8 1.8 313 14 0955 32

2 36 2 351 18 0.960

3 34.8 1.9 357 14 0.971
GCE/rGO/PANI 1 52.6 1.1 508 9 0994 49

2 51.8 1.6 496 12 0.991

3 45.1 1.4 436 10 0.991
GCE/rGO+Au 1 44.4 0.9 429 7 0996 37

2 30 2 380 15 0.957

3 37.7 0.6 384 5 0.997
GCE/rGO+Au/PANI 1 30 3 440 20 0927 38

2 59.8 1.5 449 11 0.994

3 26.5 0.8 444 6 0.991
GCE/Au/rGO 1 48.0 0.5 498 4 0.999 482

2 47.1 0.8 520 7 0.997

3 49.6 0.2 536.7 1.6 0.999
GCE/Au/rGO/PANI 1 65 3 540 20 0984 652

2 66 2 545 18 0.986

3 57.4 1.1 697 8 0.988

RB - redni broj elektrode (prema grafikonima na slici 5)

Ak 1 Am — standardne greske parametara £ i m, respektivno

R? — koeficijent odredenja _

Srednja osteljivost je odredena kao k =1 (k + k, + k,) za svaki tip elektrode, osim za GCE/Au/rGO/PANI, gde je za
osteljivost uzet prosek elektroda 112
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Slika 5 (prethodna i ova strana). Zavisnosti izmedu potencijala i pH vrednosti za ispitivane elektrode

Figure 5 (the previous and this page). The relationship between the potential and the pH for electrodes

Elektrode GCE/PANI ne pokazuju odgo-
varajucu linearnost i slicnost u pH osetljivosti
izmedu tri razli¢ite elektrode koje su modifi-
kovane i ¢uvane na isti na¢in. Uprkos lo§im
parametrima, primecuje se da elektrode u odnosu
na nemodifikovane pokazuju vrednosti pri-
bliZznije Nernstovim, §to je posledica polianilina
koji poseduje strukturu pogodnu za razmenu
protona.

Elektrode GCE/Au pokazuju znatno bolju
linearnost u odnosu na nemodifikovane elek-
trode, kao 1 u odnosu na elektrode modifikovane
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slojem polianilina. Uo¢ava se nagib priblizniji
Nernstovom u odnosu na prethodne elektrode.
Cestice zlata ne pokazuju sposobnost razmene
protona, pa se ovakva pojava moZe objasniti me-
Sovitim potencijalom koji nastaje zbog razmene
elektrona koji poticu od vrsta koje se nalaze u
rastvoru (poti¢u od puferskih rastvora). Ipak, ne
uocavamo poklapanje izmedu tri razlicite elek-
trode koje su modifikovane i ¢uvane na isti nacin,
kao ni odgovarajucu osetljivost.

Elektrode GCE/Au/PANI pokazuju vecu
linearnost, i sli¢nost u pH osetljivosti izmedu tri
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razlicite elektrode koje su modifikovane i cuvane
na isti nacin u odnosu na nemodifikovane elek-
trode, kao i na elektrode koje imaju samo sloj
polianilina i samo sloj Cestica zlata. MoZemo reéi
da se uocava sinergisti¢ki efekat polianilina i
Cestica zlata, koji proizilazi iz olakSanog tran-
sfera elektrona izmedu polianilina i povrSine
elektrode, zbog prisustva Cestica zlata. Iako je
srednja vrednost senzitivnosti najpribliZnija
Nernstovoj, ne uocava se dovoljna sli¢nost iz-
medu tri razlicite elektrode koje su modifikovane
i ¢uvane na isti nacin.

Elektrode GCE/rGO ne pokazuju odgova-
rajucu linearnost i slicnost u pH senzitivnosti
izmedu tri razli¢ite elektrode koje su modifi-
kovane i Cuvane na isti nacin, iako je senzitivnost
u odnosu na nemodifikovane elektrode pobolj-
Sana. Uocava se da ovakve elektrode pokazuju
senzitivnost sli¢nu elektrodama modifikovanim
polianilinom, §to moZe biti posledica grupa koje
redukovani grafen oksid sadrZi, a koje mogu
vr§iti razmenu protona.

Elektrode GCE/rGO/PANI pokazuju znatno
bolji odziv u odnosu na elektrode modifikovane
samo slojem polianilina ili samo redukovanim
grafen oksidom, $to se mozZe objasniti olakSanim
transferom elektrona izmedu polianilina i povr-
Sine elektrode, prisustvom redukovanog grafen
oksida. Uocava se linearnost i slicnost u pH oset-
ljivosti izmedu tri razli¢ite elektrode koje su
modifikovane i Cuvane na isti nacin, kao i nagib
veoma pribliZan Nernstvom.

Dve elektrode GCE/rGO+Au, modifikovane
redukovanim grafen oksidom sa ¢esticama zlata
pokazuju linearnost i sli¢nost u pH osetljivosti,
dok jedna elektroda odstupa. Uzrok ovoga moze
biti pripisan funkcionalnim grupama reduko-
vanog grafen oksida koje mogu vr§iti razmenu
protona, kao i meSovitim signalima koji su po-
sledica Cestica zlata koje u¢estvuju u razmeni
elektrona sa jonskim vrstama iz rastvora.

Dve elektrode GCE/rGO+Au/PANI, modi-
fikovane redukovanim grafen oksidom sa Cesti-
cama zlata i polianilinom pokazuju linearnost i
sli¢nost u pH senzitivnosti, dok jedna elektroda
pokazuje primetno razli¢it nagib. Odziv kod
elektroda nije medusobno sli¢an, zbog Cega se
ove elektrode ne mogu koristiti kao pH senzori.

Elektrode GCE/Au/rGO pokazuju znatno
bolji odziv u odnosu na sve prethodne elektrode,
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§to se mozZe objasniti sinergistickim efektrom
deponovanim ¢esticama zlata i redukovanog
grafen oksida, tj pobolj$anim transferom ele-
ktrona, ali i funkcionalnim grupama prisutnim na
redukovanom grafen oksidu koje imaju spo-
sobnost razmene elektrona. Uocava se linearnost
i slicnost u pH senzitivnosti izmedu tri razlicite
elektrode koje su modifikovane i ¢uvane na isti
nacin. Osetljivost ove elektrode je 48.2 mV/pH,
§to je blisko Nernstovom nagibu, zbog cega
ovako modifikovane elektrode predstavljaju
dobre pH senzore.

Elektrode GCE/Au/rGO/PANI 11 2 pokazuju
znatno bolji odziv u odnosu na sve prethodne.
Merenja gde je kao radna elektroda kori§¢ena
elektroda GCE/Au/rGO/PANI 3 ne mogu se
smatrati pouzdanim jer je pre merenja primeceno
da elektroda nije bila dovoljno dobro uronjena u
rastvor 1 M HCI, u kome je trebalo da bude 20 h
kako bi se kondicionirala. Nalik elektrodama
GCE/Au/rGO, elektrode GCE/Au/rGO/PANI su
se pokazale najboljim, s velikom linearno$cu,
veoma sli¢nih nagiba (srednja osetljivost 65.2
mV/pH), uprkos tome §to su iznad Nernstovih.
Razlog tome je pomenuti meSoviti potencijal:
elektroda pored razmene protona ucestvuje i u
razmeni elektrona sa drugim jonima u rastvoru,
tako da izmeren potencijal nije ograni¢en samo
na pH vrednost.

Zakljucak

U ovom istrazivanju konstruisani su novi pH
senzori na bazi razli¢itih modifikacija elektroda
od staklastog ugljenika. Kori§¢eni materijali su
Cestice zlata, redukovani grafen oksid i poli-
anilin. Zbog funkcionalnih grupa u strukturi
provodljivih polimera, koje bivaju protonovane
ili deprotonovane u zavisnosti od pH vrednosti
sredine, elektrode modifikovane provodljivim
polimerima pokazuju razlic¢ita elektri¢na
svojstva, zbog ¢ega se mogu koristiti kao pH
senzori. Cestice zlata i redukovani grafen oksid
imaju ulogu da pobolj$aju transfer elektrona od
polianilina do povrSine elektrode. Modifikovane
elektrode pokazale su znatno bolji odziv od ne-
modifikovanih, a najbolji odziv pokazale su
elektrode sa deponovanim Cesticama zlata i
redukovanim grafen oksidom, kao i elektrode sa
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deponovanim Cesticama zlata, redukovanim
grafen oksidom i polianilinom sa osetljivos¢u od
48.2 mV/pH i 65.2 mV/pH, respektivno. pH
selektivnosti ovih elektroda su slicne Nern-
stovom nagibu (od 59-16 mV/pH), §to ih Cini
elektrodama pogodnim za merenje pH vrednosti.
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Jovana Stijepi¢

pH Sensors Based on Glassy Carbon
Electrodes Modified with Gold
Particles, Reduced Graphene Oxide
and Polyaniline

The pH value of an aqueous solution, defined
as the negative decadic logarithm of H;O" ion ac-
tivity, is one of the key parameters in many
chemical and biological processes. The glass
electrode is the most commonly used to measure
pH and its ideal sensitivity is 59.16 mV per pH
unit, which is considered a benchmark for pH
sensors. The aim of this research is to construct a
pH sensor based on a glassy carbon electrode
modified by reduced graphene oxide, deposited
gold particles, and conductive polymer
polyaniline. Due to the functional groups in the
structure of conductive polymers, which are
protonated or deprotonated depending on the pH
of the medium, the electrodes modified with the
conductive polymers exhibit different electrical
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properties, which is why they can be used as pH
sensors. Gold particles and reduced graphene ox-
ide are materials which, when deposited on the
electrode surface, increase the conductivity and
active surface of the electrode, and therefore the
sensitivity of the sensor. The modified electrodes
constructed in triplicate were used as indicator
electrodes in potentiometric measurements, with
the saturated calomel electrode as reference. The
open circuit potential was measured in pH 2-12
buffer solutions. Bare electrodes showed various
responses and low sensitivity, while for modified
electrodes, a linear relationship between the open
circuit potential and the pH of the buffer used
was observed. Electrodes GCE/Au/rGO and
GCE/Au/rGO/PANI showed the best response.
The calibration curves exhibited linearity and
sensitivities of 48.2 and 65.2 mV/pH were ob-
served with these electrodes, respectively, which
is close to the Nernstian slope (59.16 mV/pH).
The potential application of engineered pH sen-
sors would be in measuring pH values in various
chemical and biological systems. v
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Dunja Arsenijevic¢

Sinteza aktivne
biodegradabilne plastike
na bazi skroba 1 otpusStanje
vitamina B3

U suvom ostatku ljubicastog slatkog krompira
nalaze se antocijani, grupa pigmenata koja ima
svojstvo pH osetljivosti. U literaturi je poznato
da plasticni filmovi napravljeni od suvog ostatka
ljubicastog slatkog krompira takode imaju isto
svojstvo, i da se promenom pH sredine menja
boja plasticnih filmova. Ova karakteristika plas-
ticnih filmova mogla bi da se iskoristi kada je u
pitanju kvarenje hrane, pri cemu prehrambeni
proizvodi ispustaju supstance drugacije pH u
odnosu na pocetnu. U ovom radu je ispitana
nova metoda za formiranje biodegradabilnih
plasticnih filmova na bazi skroba. Formirana su
dva tipa plasticnih filmova: jedan u kome je
izvor skroba kukuruzno brasno i drugi u kome je
izvor skroba suvi ostatak ljubicastog slatkog
krompira. U polimernu blendu inkorporiran je
vitamin B3, antioksidans, cija je namena
produZavanje sveZine hrane, i na ovaj nacin su
formirani aktivni biodegradabilni plasticni fil-
movi. Migracija vitamina B3 je pracena u Cetiri
simulanta hrane: vodi, 3% rastvoru sircetne
kiseline, kao i 10% i 90% rastvoru etanola.
HPLC analizom uzoraka migracije antioksi-
dansa uoceno je da je otpusStanje vitamina B3 u
90% rastvoru etanola postepeno, cemu se tezi
kod formiranja ovakvih sistema. Analizom otpu-
Stanja vitamina B3 u ostale simulante hrane,
uoceno je da se plasticni filmovi ne mogu kori-
stiti kao aktivno pakovanje za hranu sa visokim
sadrZajem vode, zbog degradacije filmova.
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Uvod

Plastika se u danaSnje vreme dosta upotreb-
ljava, uprkos tome Sto zadaje velike ekoloske
probleme. Niska cena, laka obradivost, mala
masa su jedni od razloga sve vece primene plas-
tike u razlic¢itim oblastima. Neadekvatno odlaga-
nje plasticnog otpada dovodi do zagadenja reka,
mora, zemlje, a samim tim ugrozZava i stanista
Zivog sveta. Jedan od nacina kojim moze da se
resi deo ovih problema jeste koris¢enje biodegra-
dabilne plastike. Biodegradabilna plastika je
plastika koja moZe biti razgradena dejstvom
odredenih mikroorganizama, naj¢es$ce bakterija.
Kod biodegradabilnih plastika nerazgradive
komponente mogu biti zamenjene celulozom,
skrobom ili drugim biorazgradivim jedinjenjima
(Park et al. 2005).

Skrob ima losa mehanicka svojstva, i sam ne
moZe biti kori§éen za proizvodnju plasti¢nih
materijala, zbog ¢ega je neophodno da se prave
blende polimera, ¢ime se pobolj$avaju svojstva
smese. Polimerne blende predstavljaju smese
dva ili viSe polimera. Skrob-PV A blende poka-
zuju odli¢na mehanicka svojstva, i jedne su od
retkih koje maju i komercijalni uspeh. Poli(vinil-
-alkohol) (PVA) je netoksi¢ni, biodegradabilni
polimer rastvoran u vodi, otporan na ulja. Fleksi-
bilan je i ¢vrst, i ima visoku tacku topljenja, Sto
zahteva kori$éenje dodatne energije pri preradi
(Mao et al. 2000). Kombinovanje PVA sa nekim
jeftinim materijalom, poput skroba, moze da
smanyji celokupnu cenu izrade, i da poboljsa bio-
degradabilnost (Tang i Alavi 2011).

U suvom ostatku ljubicastog slatkog krom-
pira nalaze se antocijani, pH osetljiva grupa
pigmenata. Promena boje koji se kod ovih pig-
menata uocava pri promeni pH sredine, moZe biti

Dunja Arsenijevié (2000), Beograd, ucenica 4.
razreda Il beogradske gimnazije
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iskoriS¢ena pri izradi ambalaze koja bi mogla da
ukaZe na kvarenje hrane. Razli¢ite namirnice
otpustaju odredene supstance pri njihovom
kvarenju koje menjaju pH sredine. Iskoristivsi
ovo svojstvo za formiranje plasti¢nih filmova za
ambalazu hrane, bilo bi moguce uociti kada je
hrana pocela da se kvari na osnovu promene boje
ambalaze (Ishak et al. 2015).

Aktivna pakovanja za hranu su ona koja
imaju dodatnu funkciju pored one osnovne da
pasivno Stite hranu. Ova pakovanja mogu da
prikazuju informacije o kvalitetu i sveZini hrane,
ili da produZuju njenu sveZinu (Pineros-Her-
nandez et al. 2017). U ovom istraZivanju u pako-
vanje, tj. polimernu blendu dodat je vitamin B3,
koji migrirajudi iz folije produZava sveZinu
hrane, zbog svojih antioksidativnih svojstava
(Ashwar ef al. 2014). Ispitivano je otpuStanje
vitamina u Cetiri simulanta hrane. Voda pred-
stavlja simulant hrane sa visokim sadrzajem
vode, 3% rastvor siréetne kiseline predstavlja
simulant hrane blago kiselog karaktera, 10%
rastvor etanola predstavlja simulant hrane koja
sadrzi alkohole, 1 90% rastvor etanola je simulant
hrane koja ima visok sadrZaj viSemasnih kise-
lina. Cilj rada je sinteza aktivne biodegradabilne
plastike na bazi skroba i odredivanje najpogod-
nijeg simulanta hrane za otpusStanje vitamina B3.

Materijal i metode

Neophodne hemikalije. Za ovo istraZivanje
koriSéene su sledece supstance: kukuruzno bras-
no, suvi ostatak ljubicastog slatkog krompira,
poli(vinil-alkohol) (PVA, d. r.), skrob (Kemika),
nikotinska kiselina (vitamin B3) (Kemika).

Formiranje plasti¢nih filmova

1. Polimerne blende kukuruznog skroba i
PVA. Kukuruzni skrob (0.5 g) je rastvoren u
vruéoj vodi (95°C), i meSan mehani¢kom meSa-
licom 10 minuta. PVA je rastvoren u vruéoj vodi
(0.5 g, 95°C) 1 smesa je presuta u smesu skroba i
vode koja se meSa. Ukupna masa polimera je
10 g (Park et al. 2005). SmeSa je meSana meha-
nickom mesalicom 2 h nakon ¢ega je izlivena u
PLA (poli(mle¢na kiselina)) modle (4 cm - 1 cm
1 mm), i ostavljena da se susi preko no¢i na
sobnoj temperaturi. Nakon toga filmovi su
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pincetom izvadeni iz modla, i na njima su vrSena
dalja ispitivanja.

2. Polimerne blende skroba ljubicastog
slatkog krompira i PVA su napravljene na isti
nacin, samo $to je umesto kukuruznog brasna,
koris¢en suvi ostatak ljubicastog slatkog krom-
pira. Dobijeni filmovi su ljubicaste boje.

3. Polimerne blende sa dodatkom vitamina
B3. Plasti¢ni filmovi sa vitaminom B3 su formi-
rani na prethodno opisani nacin, uz dodatak
45 mg vitamina, menjajuci udeo vode, tako da
masa polimera ostane 10 g.

Ispitivanje pH osetljivosti. Plasti¢ni filmovi
od suvog ostatka ljubicastog slatkog krompira su
iseceni na delove (1 cm - 1 cm), i ispitana je
njihova pH osetljivost. Na svaki od filmova
sipane su supstance razli¢ite pH vrednosti i pos-
matrana je promena boje; za ovo su koris$éeni:
rastvor HCI (0.6 M), fosfatni pufer (pH=7.4) 1
rastvor NaOH (0.5 M).

Migracija vitamina B3. Migracija vitamina
B3 je pracena iz plasti¢nih filmova povrsine 2
cm?2 u Cetiri razli¢ita rastvaraca: vodi, 3% ras-
tvoru siréetne kiseline, 10% rastvoru etanola,
90% rastvoru etanola (Lopez-de-Dicastillo et al.
2012). Uzimani su alikvoti od 50 uL na 5, 10, 15,
30 minuta, 1 h, 2 h, 3 h,4 hi5 h od postavljanja
ependorfa u kojima su se nalazili plasti¢ni filmo-
vi uronjeni u razlicite rastvarace, u rotator. Rota-
tor je podeSen na 100 obrtaja po minuti. Za
HPLC analizu uzoraka koris¢en je uredaj Agilent
Technologies HPLC 1250 Infinity Series uz
DAD detekciju. Za HPLC analizu je kori¢ena
metoda sledecih parametara: Hypersil Gold
kolona (50-3 mm), veli¢ina Cestica — 5 um, za-
preminski protok od 0.5 mL/min, UV detekcija
na 261 nm, temperatura kolone 25°C. Injek-
tovano je 2 uL uzorka. Mobilna faza je 1%
rastvor siréetne kiseline u vodi.

Stepen bubrenja i rastvorljivost. Suvi
uzorci polimerne blende su postavljeni u
dejonizovanu vodu na sobnoj temperaturi.
Nakon 24 h uzorci su izvadeni iz vode, i zatim je
izmerena masa filmova, na osnovu kojih je ura-
den proracun o stepenu bubrenja polimera.
Stepen bubrenja (DS) izracunat je formulom:

W,

DS
W
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W, predstavlja masu polimera nakon bubrenja, a
W, masu suvog polimera (Park et al. 2005).
Nabubreli polimeri su ponovo suSeni 24 h na
sobnoj temperaturi, i izmerene su mase na os-
novu kojih je uraden proracun o rastvorljivosti
polimera u vodi. Rastvorljivost (S) je racunata
pomocu formule:
W, W,
>T W,
gde je W4 masa osusenog polimera koji je bio
potapan u vodu, a /¥, masa suvog polimera (Park
et al. 2005).

Rezultati

Karakterizacija. Karakterizacija polimernih
blendi je vr$ena na FTIR spektrofotometru
(Thermo Scientific Nicolet i S10). FTIR anali-
zom polimerne blende od kukuruznog brasna
dobijen je spektar koji sadrZi dominantne trake
karakteristi¢ne za supstance sadrZane u blendi, to
jest za skrob koji poti¢e iz kukuruznog brasna, i
za PVA (slika 1). Na spektru postoji odstupanje
traka u opsegu talasnih duzina od 1900 do 2150
cm™! u odnosu spektre dobijene FTIR analizom

105 Slika 1. FTIR spektar polimerne
blende od ljubicastog slatkog
100 -_L\ krompira
s Figure 1. FTIR spectrum of
< 95 purple sweet potato powder
(1]
3! polymer blend
@©
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c
o
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Slika 2. FTIR spektar polimerne
100 - blende od kukuruznog brasna
Figure 2. FTIR spectrum of corn
< 95 1 starch polymer blend
3
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€
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Tabela 1. Podaci o stepenu bubrenja i rastvorljivosti u zavisnosti od tipa polimerne blende

Tip blende Stepen bubrenja Rastvorljivost
Kukuruzno brasno 2.849 0.805
Suvi ostatak lj. krompira 1.077 0.860

blendi opisanih u literaturi. Ova odstupanja se
objasnjavaju necisto¢ama zastupljenim u ku-
kurznom bra$nu, u odnosu na kukuruzni skrob
koriSéen u istrazivanjima (Negim et al. 2014).
Spektar sintetisanih blendi od ljubicastog slatkog
krompira ( slika 2) sadrZi karakteristi¢ne trake
PVA, kao i skroba i antocijana sadrZanih u su-
vom ostatku krompira, i poklapa se sa spektrom
dobijenim u literaturi (Zhai et al. 2017). Ovim je
potvrdena sinteza blendi.

Stepen bubrenja i rastvorljivost. Na os-
novu dobijenih vrednosti za stepen bubrenja
uvideno je da polimerne blende napravljene od
kukuruznog brasna imaju vedi stepen bubrenja
od suvog ostatka ljubicastog slatkog krompira.
Ovo se objasSnjava time §to se dodatkom anto-
cijana smanjuje dostupnost hidroksilnih grupa
skroba i PVA, i samim tim interakcije sa vodom
(Zhai et al. 2017). Rastvorljivost polimera moze
da se smanji odabirom adekvatnog umrezivaca,
kod oba tipa blendi (Ramaraj 2007). Zadrzavanje

roze tamnoplava
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vode dovodi do deformacije materijala pod
uticajem promene zapremine, i samim tim je
pozeljno umreZenje radi poboljSanja mehanickih
svojstava.

Promena boje filmova. Na plasti¢ni film na
koji je sipan rastvor HCI (0.6 M), doslo je do
promene boje filma u roze. Na plasti¢ni film na
koji je sipan fosfatni pufer doslo je do promene
boje u tamnoplavo. Na film na koji je sipan
rastvor NaOH (0.5 M), doslo je do promene boje
u zuto (slika 3). Pomenut prelaz odgovara pre-
lazu boja antocijana na razli¢itim pH vredno-
stima (Ishak et al. 2015).

Migracija vitamina B3. Podaci o migraciji
vitamina B3 su predstavljeni graficki, i na sva-
kom grafiku je predstavljeno otpustanje vitamina
iz polimerne blende od kukuruznog brasna, i iz
polimerne blende od suvog ostatka ljubicastog
slatkog krompira, u odredeni simulant hrane.
Vrednosti koncentracija predstavljaju srednje
vrednosti dobijenih koncetracija u dve probe.

Slika 3. Promena boje plasti¢nih
filmova u zavisnosti od pH: u
kiseloj sredini boja filma je
roze, u neutralnoj tamnoplava, a
u baznoj Zuta.

Figure 3. Color change of the
plastic films depending on the
pH: in acidic solutions the color
of the plastic film is pink, in
neutral solutions it is blue, and
in basic solutions it is yellow.

Zuta
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Slika 4. Otpustanje vitamina B3
iz plasti¢nih filmova u 3%
rastvor AcOH

KB — polimerna blenda sa
kukuruznim brasnom

LJK — polimerna blenda sa
ljubicastim krompirom

Figure 4. Migration of vitamin
B3 from plastic films to a 3%
AcOH solution

KB — cornflour polymer blend
LJK — purple sweet potato
powder polymer blend

Slika 5. Otpustanje vitamina B3
iz plasti¢nih filmova u 10%
rastvor EtOH

KB — polimerna blenda sa
kukuruznim brasnom

LJK — polimerna blenda sa
ljubicastim krompirom

Figure 5. Migration of vitamin
B3 from plastic films to a 10%
EtOH solution

KB — cornflour polymer blend
LJK — purple sweet potato
powder polymer blend

Slika 6. Otpustanje vitamina B3
iz plasti¢nih filmova u vodu
KB — polimerna blenda sa
kukuruznim bra§nom

LJK — polimerna blenda sa
ljubicastim krompirom

Figure 6. Migration of vitamin
B3 from plastic films to water
KB — cornflour polymer blend
LJK — purple sweet potato
powder polymer blend
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Na osnovu dobijenih rezultata, uoceno je da
se u svim rastvorima koji imaju veliki udeo vode
migracija odigrava na isti nacin (slike 4, 51 6): vi-
tamin B3 se otpusta u prvih sat vremena od pos-
tavljanja filmova u odredeni rastvor, nakon cega
je koncentracija otpustenog vitamina konstantna.
Do ovakvog otpustanja dolazi zbog delimi¢ne
degradacije polimerne blende. Sintetisani plas-
ti¢ni filmovi su relativno rastvorni u vodi, zbog
¢ega se u ovim rastvorima deo folije degradira
nakon 1 h od potapanja plasti¢nih filmova u
odredeni rastvor sa visokim sadrzajem vode.
Medutim, ovi plasti¢ni filmovi nisu rastvorni u
etanolu, i uvideno je da se u navedenom vre-
menskom periodu vise vitamina otpusta u ras-
tvorima na bazi vode gde dolazi do delimi¢ne
degradacije filma, u odnosu na otpustanje u 90%
rastvoru etanola (slika 7). Uoceno je da je migra-
cija najpovoljnija u 90% rastvoru etanola, jer
dolazi do postepenog otpustanja vitamina.

Zakljucak

Sintetisani su plasti¢ni filmovi od kukuruznog
brasna i od suvog ostatka ljubicastog slatkog
krompira. U polimerne blende je dodat vitamin
B3, koji migrira u Cetiri simulanta hrane: vodu,
3% rastvor siréetne kiseline, 10% rastvor etanola
1 90% rastvor etanola. Uoceno je da je najpo-
godnije otpustanje u 90% rastvoru etanola. Ovaj
rastvor predstavlja simulant hrane sa viSemasnim
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kiselinama, $to znaci da bi plasti¢ni film poten-
cijalno imao primenu za pakovanje hrane koja
spada u ovu kategoriju. Pri formiranju folije
povrsine 27 cm? otpusta se 16 mg vitamina B3,
$to je preporuceni dnevni unos ovog vitamina.
Filmovi napravljeni od suvog ostatka ljubicastog
slatkog krompira menjaju boju u zavisnosti od
pH sredine, zbog ¢ega se mogu koristiti kao
indikatori kvarenja odredenih prehrambenih
proizvoda. Naredna istraZivanja mogu da budu
usmerena ka unapredivanju polimernih blendi
odabirom odgovarajuceg umrezivaca, i testiranju
mehanickih svojstava opisanih i novosintetisanih
blendi.

Zahvalnost. Zahvaljujem se laboratoriji Ga-
rage Lab iz Beograda na saradnji i izradi 3D
Stampanih modli za plasti¢ne filmove, koris¢enih
u ovom radu.
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Dunja Arsenijevic¢

Synthesis of Active Biodegradable
Starch-Based Plastic and Migration
of Vitamin B3

Anthocyanins are a pH sensitive group of
pigments, which can be found in dried purple
sweet potato powder. It was determined that the
plastic films made of purple sweet potato powder
also change their color upon the change in pH.
This feature of plastic films could be used in food
packaging, for food products that release com-
pounds that change the original pH when spoiled.
A new method for starch-based biodegradable
plastic film synthesis was studied. Two types of
plastic films were formed: one, in which the
starch source was dried purple sweet potato pow-
der, and the other, in which the starch source was
cornflour. Vitamin B3 was incorporated into the
polymer blend, with the intention of extending
food shelf-life. Active biodegradable food pack-
aging was obtained. Migration of vitamin B3 was
observed in four different food stimulants, water,
3% acetic acid, 10% and 90% ethanol solution.
By HPLC analysis of antioxidant migration sam-
ples, it was determined that vitamin B3 releases
gradually to the 90% ethanol solution, which is
wanted when forming these systems. By HPLC
analysis of antioxidant migration samples for
other food stimulants, it was determined that the
plastic films cannot be used as active food pack-
aging for food that contains a high percentage of
water, because of plastic film degradation in
water. \W
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Milan Ivanovi¢

Sinteza magnetnih
mikrosfera na bazi
vanilina kao katalizatora
za Claisen-Schmidtovu
kondezaciju

Sintetisan je katalizator ACMMs-a (aldehyde
containing magnetic microspheres) sa struk-
turom metalo-organskog okvira (MOF, metal
organic framework) na bazi vanilina oko na-
nocestica Fe;0y4 koje ispoljavaju magnetna svoj-
stva. Postupak pripreme ACMMSs-a ukljucuje
dva glavna koraka. U prvom koraku magnetne
nanocestice Fe;04 modifikovane su metakrilnim
grupama (MethA-Fe;04 NPs). U drugom koraku
je pripremljen monomer vanilin metakrilat
(VMA), putem esterifikacije izmedu vanilina i
metakriloil hlorida. ACMMs je dobijen suspen-
zijskom polimerizacijom vanilin metakrilata i
modifikovanih nanocestica Fe;0,. Ispitivana je
efikasnost ACMMs-a kao katalizatora u Claisen-
-Schmidt kondenzaciji izmedu benzaldehida i
acetofenona, mogucnost regeneracije i ponovne
upotrebe katalizatora u tri uzastopna ciklusa.
Prinos prve reakcije sa cistim katalizatorom je
72%, prinos druge reakcije sa jednom regene-
risanim katalizatorom je 26%, dok prinos trece
reakcije sa dva puta regenerisanim kataliza-
torom iznosi 15%. Ocigledan je nagli pad kata-
liticke moci katalizatora nakon prve regenera-
cije, Sto je u najvecoj meri posledica uticaja
temperature, na kojoj se odvija reakcija, na
katalizator. Ipak postoji mogucnost uzastopne
primene ACMMs katalizatora tokom vise ciklusa
za razliku od drugih katalizatora za Claisen-
-Schmidt-ovu kondenzaciju.

ZBORNIK RADOVA 2019

Uvod

Vanilin je primarna komponenta ekstrakta
vanilije. Sinteticki vanilin, zbog jeftinije pro-
izvodnje, koristi se ¢eSce od prirodnog ekstrakta
vanilije kao aromati¢no sredstvo u hrani, pi¢imai
farmaceutskim proizvodima. Takode, koristi se
kao hemijski intermedijer u proizvodnji lekova,
kozmetike i drugih hemikalija. Magnetna svojstva
magnetnih mikrosfera na bazi modifikovanog
monomera vanilin metakrilata, poti¢u od nano-
Cestica magnetita Fe;O4 (Ke er al. 2014). Vanilin
metakrilat se formira kao metalo-organski okvir
(MOF, metal-organic framework) oko mag-
netnih nanocestica Fe;0,4 koje imaju kataliticko
dejstvo. Metalo-organski okviri su potklasa
koordinacijskih polimera koji se sastoje od jona
metala ili klastera koordiniranih sa organskih
ligandima kako bi formirali jedno-, dvo- ili
trodimenzionalne strukture. Formalnije, me-
talno-organski okvir je koordinaciona mreza sa
organskim ligandima koji sadrZe potencijalne
praznine.

ACMMs-a (aldehyde containing magnetic
microspheres) sa strukturom metalo-organskog
okvira (MOF, metal organic framework) je
katalizator ¢iji se kataliti¢ki potencijal zasniva na
specificnom strukturnom rasporedu nanocestica
Fe;04 na porsini mikrosfera koje predstavljaju
koordinacionu mreZu koja se sastoji od mono-
mera vanilin metakrilata.

Koordinaciona mreza se zasniva na strukturi
sa ponavljajuéim entitetima koji se protezu u
jednoj dimenziji, ali sa unakrsnim vezama
izmedu dva ili vi$e pojedinacnih lanaca, petlji ili
spiro-veza. Njihova velika povrSina, podesiva

Milan Ivavnovié (2000), Beograd, ucenik 4.
razreda Cetvrte beogradske gimnazije
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poroznost i raznolikost metala i funkcionalnih
grupa, ¢ine ih posebno atraktivnim za upotrebu
kao katalizatora, mada njihova primena jos uvek
nije komercijalizovana. MOF povecava kata-
liticku sposobnost magnetnih nanocetica, tako
Sto ih postavlja u najpogodniji poloZaj za ispo-
ljavanje kataliticke aktivnosti i stvara vecu povr-
Sinu aktivnih centara. Prednost u upotrebi ovih
katalizatora je mogucénost njihove regeneracije i
ponovne upotrebe u uzastopnim katalitickim
ciklusima, Sto znac¢ajno smanjuje koli¢inu otpada
nakon reakcije (Ge et al. 2016).

Reakcija izmedu aldehida/ketona i aroma-
ticnog karbonilnog jedinjenja kojem nedostaje
alfa-vodonik (unakrsna aldolna kondenzacija)
naziva se Claisen-Schmidtova kondenzacija
(slika 1). Ranije su za ovu reakciju kori$¢ene na-
nocestice Fe;0,4 kao katalizatori, pri ¢emu su
pokazivale visok stepen efikasnosti ali u metalo-
-organskom okviru pokazuju jace kataliticko
dejstvo zbog samih prednosti u strukturi MOF-a.
Cilj ovog rada je ispitivanje kataliticke moci
ACMMs katalizatora kao i moguénost njegove
regeneracije i uzastopne primene.

Materijal 1 metode

Rad obuhvata sintezu i modifikaciju Fe;O4
nanocestica, sintezu monomera vanilin metakri-
lata, sintezu magnetnih mikrosfera, polimeri-
zacijom monomera vanilin metakrilata sa
modifikovanim Fe;O, nanocesticama, kao kata-
lizatora i ispitivanja kataliti¢ke mo¢i i stepena
regeneracije katalizaora u Claisen-Schmidtovoj
kondezaciji.

Za potrebe istraZivanja koriS¢ene su sledece
hemikalije: 25% rastvor NH; (Macron), vanilin
(Acros organics), piridin (Fisher chemical),
oleinska kiselina (d.r.), gvozde(III)-hlorid heksa-
hidrat (Sigma-Aldrich), gvozde(II)-sulfat
heptahidrat (Zorka §abac), toluen (Alkaloid),
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Slika 1. Claisen-Schmidtova
kondenzacija acetofenona i
benzaldehida

Figure 1. Claisen-Schmidt
condensation of acetophenone
and benzaldehyde

trietilamin (Sigma-aldrich), 3(trimetoksisi-
lil)propil-metakrilat (d. r.), petroletar (Fisher
chemical), metilen hlorid (Fisher chemical),
metakriloil hlorid (d. r.), hloroform (Fisher chemi-
cal), azobisizobutironitril (d. r.), trimetilolpro-
pan-trimetakrilat (Sigma-Aldrich), cikloheksanon
(Merck), polivinil alkohol (d. r.), benzaldehid
(Kemika), acetofenon (Merck), etanol (Hemo-
farm), argon (Messer), trimetoksibenzen (d. r.).

Uredaji koji su koriSceni za analizu: Agilent
Technologies 7890 A GC G4225A sa 240 Ion
trap GC/MS, Agilent Technologies HPLC 1260
Infinity Series sa DAD detektorom i FT-IR spek-
troskop (Nicolet iS10).

Sinteza i modifikacija Fe;0, nanocestica.
U trogrli balon od 100 mL dodato je FeCl;-6H,0
(2.01 g, 7.4 mmol) i FeSO47H,0 (1.18 g,
4.2 mmol) i rastvoreno u dejonizovanoj vodi
(50 mL). Balon je postavljen u ultrazvucno kupa-
tilo do potpunog rastvaranja soli. Nakon mesanja
tokom 20 minuta u atmosferi argona, 25% ras-
tvora amonijaka (15 mL) je brzo dodato u reak-
cionu smesu na sobnoj temperaturi. Magnetske
nanocestice su se odmah formirale kao crni talog.
Zatim je oleinska kiselina (1 mL) dodata u reak-
cionu smeSu na 80°C uz intenzivno mesanje
(800 rpm) u toku 1 h. Reakciona smeSa je preba-
¢ena u dvogrli balon sa povratnim kondenza-
torom uz meSanje mehanickom mesalicom u
toku 3 h na sobnoj temperaturi i obustavljen je
protok argona nakon prvih sat vremena. Nakon
hladenja, oleinskom kiselinom modifikovane
nanocestice Fe;04 (OAFe;04 nanocestice) eks-
trahovane su iz vodene faze u toluensku fazu (3
puta sa po 50 mL). Nakon $to je organski sloj
sakupljen i osusen dodavanjem anhidrovanog
MgSO;, toluen je uparen na vakuum uparivacu.
Potom je dodat trietilamin (2.5 mL) i 3-(trimeto-
ksisilil)propil-metakrilat (1 mL je dodavan kap
po kap u reakcioni sud sa nanocesticama Fe;0,
prevucenim oleinskom kiselinom). Reakcija je
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trajala 48 h pod atmosferom argona na sobnoj
temperaturi. U smeSu je dodat petroletar da bi se
nanocestice istaloZile nakon ¢ega su odvojene
fizicki, neodijumskim magnetom N52. Proizvod
jeispran u toluenu i centrifugiran na 7000 obrtaja
u intervalu od 15 minuta tri puta. Nakon suSenja
proizvoda u digestoru preko noci, dobijene su
magnetne nanocestice Fe;O, modifikovane
metakrilnim grupama (Ke ez al. 2014).

Sinteza vanilin metakrilata (VMA). U tro-
grli balon od 100 mL dodati su redom vanilin
(3.04 g, 20 mmol) i piridin (1.90 g, 24 mmol) i
rastvoreni u metilen hloridu (50 mL). Metakriloil
hlorid (2.51 g, 24 mmol) je rastvoren u metilen
hloridu (10 mL) i dodat pomo¢u kapalice po Gri-
njaru u kapima u tecnost na sobnoj temperaturi
uz stalno meSanje. Reakciona smesa je zagrejana
na 50°C tokom 3 sata u atmosferi argona. Smesa
je uparena na vakuum uparivacu i suvi ostatak je
rastvoren u hloroformu (50 mL), sukcesivno is-
piran sa vodom i zasi¢enim rastvorom NaHCO;
tri puta i zatim osu§en magnezijum sulfatom.
Sirov VMA je dobijen nakon uparavanja rastva-
raca i dalje preciscen rekristalizacijom u eta-
nol/dejonizovanoj vodi (3/1) da bi se dobio ¢isti
proizvod u vidu belih kristala (PodkoScielna et
al. 2015).

Sinteza magnetnih mikrosfera (ACMMs).
U trogrli balon od 100 mL dodati su redom vanilin
metakrilat (250 mg, 1.1 mmol), magnetne nano-
Cestice Fe;O4 modifikovane metakrilnim gru-
pama (5 mg), trimetilolpropan trimetakrilat
(7.5 mg, 0.02 mmol) i azobisizobutironitril
(10 mg, 0.06 mmol) i potpuno rastvoreni u ciklo-
heksanonu (1 mL) upotrebom ultrazvucnog
kupatila tokom 20 minuta. U reakcioni sud je
dodat polivinil alkohol (50 mL 5% rastvora) pri
mesanju od 250 obrtaja u minuti u atmosferi
argona. Nakon meSanja pri brzini od 250 obrtaja
u minuti u toku 30 minuta na 45°C, kapljice
uljane faze su potpuno dispergovale i meSanje je
nastavljeno na 65°C u toku 8 h. Po zavrSetku
polimerizacije, mikrosfere su suspendovane u
vodenom rastvoru polivinil alkohola i odvojene
su uz pomo¢ magneta. Nakon toga su mikrosfere
ispirane vru¢om dejonizovam vodom devet puta
i osuSene su na sobnoj temperaturi. Njihova
karakterizacija je izvrSena snimanjem infra-
crvenog spektra na FTIR spektrometru (Li ef al.
2016).
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Claisen-Schmidtova kondezacija. U vijalici
od 2 mL, ACMMs (57 mg) je rastvoreno u tolu-
enu (0.75 mL), a zatim je dodat benzaldehid
(0.025 mL, 0.24 mmol) i acetofenon (0.292 mL,
0.25 mmol). Reakciona smesa je zagrevana na
110°C uz meSanje tokom 24 h. Posle 15 h, dodat
je toluen (0.75 mL) u reakcionu smesu, da bi se
sprecilo geliranje. Radi pracenja toka reakcije,
alikvoti su uzimani na svakih 6 h, kao rastvarac je
koris¢en metilen hlorid i analizirani su na gas-
nom hromatografu (Ke ef al. 2014). Nakon za-
vrsetka reakcije, katalizatori su regenerisani
upotrebom trajnog magneta, isprani etanolom i
osuseni na sobnoj temperaturi tokom 8 h. Nakon
ovog procesa su ponovo upotrebljeni bez dodat-
nog preciséavanja u jos dva ciklusa. Po zavrsetku
reakcije, reakciona smesa je ohladena do sobne
temperature i proizvod je analiziran upotrebom
gasnog hromatografa sa masenim spektro-
metrom. Prinos dobijenog benzalacetofenona
(halkona) je odreden metodom internog stan-
darda, pripremom rastvora poznate koncentra-
cije 0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1 mg/mL
benzalcetofenona i 0.05 mg/mL rastvora tri-
metoksibenzena (TMB) u toluenu koji su
snimljeni na gasnom hromatografu. Pripremljeni
su i uzorci reakcionih smesSa nakon prvog, dru-
gog i treeg ciklusa sa istim katalizatorom tako
da koncentracija ne prelazi 0.1 mg/mL sa
0.05 mg/mL trimetoksibenzena uz razblaZenje
do 1 mL toluenom, za sve saCuvane reakcione
smeSe RO, R1, R2. Odredivanje pada kataliticke
moc¢i ACMMs-a odredeno je pradenjem rege-
nerisanog katalizatora kroz tri uzastopne kon-
denzacije.

Alikvoti uzimani na svakih 6 h tokom Cla-
isen-Schmidtova kondezacije, snimljeni su na
gasnom hromatografu, pri ¢emu je prac¢ena pro-
mena inteziteta pika proizvoda tokom vremena.
Koncentracija proizvoda odredena je metodom
internog standarda. Na gasnom hromatografu
snimljeni su rastvori poznate koncentracije
(0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1 mg/mL) benzalace-
tofenona sa trimetoksibenzenom kao internim
standardom (0.05 mg/mL) u toluenu da bi se
dobila kalibraciona prava koja povezuje odnose
povrsina ispod pikova rastvora benzalaceto-
fenona i trimetoksibenzena i odnose njihovih
koncentracija u rastvorima (tabela 1).
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Rezultati 1 diskusija

Karakterizacija magnetnih nanocestica Fe;0,4
modifikovanih metakrilnim grupama je izvrSena
snimanjem infracrvenog spektra na FTIR spek-
trometru (slika 2). Na dobijenom spektru se
moZe ocitati ostra traka na 720 cm™ koja poka-
zuje prisustvo Fe-O veze, trakana 1170 cm™
ukazuje na prisustvo Si—O veze, traka na
1650 cm™! predstavlja C=0 vezu u grupi estra,
(=(C=0)-0) koji potice iz metakrilatne grupe,
ostale trake poticu od necisto¢a u uzorku. Prinos

60

sinteze modifikovanih nanocestica iznosi 82.3%,
a masa dobijenog proizvoda je 2.63 g.

Masa proizvoda, vanilin metakrilata (VMA)
je 3.37 g, a prinos sinteze iznosi 76.6%. Vanilin
metakrilat je karakterisan na FTIR-u (slika 3).
Traka na 1600 cm™! dokazuje prisustvo fenil
grupe, a na 1640 cm™ se nalazi traka koja uka-
zuje na prisustvo dvostruke veze koju gradi ug-
ljenikov atom za koji su vezane metil i metilen
grupa (—C(CH3)=CH,), §to ukazuje da je doslo
do esterifikacije hidroksilne grupe vanilina ¢ija
bi se traka inace nalazila na 3500 cm™'. Traka na
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Slika 2. FTIR spektar magnetnih
nanocestica Fe304 modifikovanih
metakrilnim grupama

Figure 2. FTIR spectrum of magnetic
Fe304 nanoparticles modified by
methacrylic groups
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Slika 3. FTIR spektar vanilin
metakrilata

Figure 3. FTIR spectrum of vanillin
methacrylate
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1740 cm™! pokazuje prisustvo etarske grupe,
traka na 2750 cm™! ukazuje na C—H vezu alde-
hidne grupe, na talasnoj duzini od 2950 cm™!
uocavaju se vibracije rastezanja C—H veze metil
grupe i metilenske grupe koje poticu od meta-
kriloilne grupe.

Proizvod sinteze magnetih mikrosfera je ka-
rakterisan snimanjem infracrvenog spektra na
FTIR spektrometru (slika 4). Zbog male kon-
centracije modifikovanih nanocestica Fe;O4 me-
takrilnim grupama, traka koja bi se oc¢ekivala na
talasnoj duZini od oko 580 cm™ je premala da bi
se razlikovala od ostalih, na talasnoj duZini od
1700 cm™ uocava se aldehidna grupa zbog ka-
rakteristicnog nacina vibracije rastezanja C=0
veze koja potice iz vanilina, na etarsku grupu
ukazuje traka na 1740 cm™, traka na 2950 cm™
ukazuje na vibracije rastezanja C—H veze metil i

100

metilenske grupe. Masa dobijenog proizvoda je
187.6 mg, a prinos reakcije je iznosio 67.2%.

Koncentracija proizvoda, odnosno benzal-
acetofenona odredena je metodom internog stan-
darda, snimanjem rastvora poznate koncentracije
benzalcetofenona (halkona) sa trimetoksiben-
zenom kao internim standardom (tabela 1).

Na osnovu vrednosti za odnos povrsina ispod
pikova i odnos koncentracija za TMB i benzal-
acetofenon (halkon), odredena je kalibraciona
pravay = 1.11 x + 0.34 korelacije fita 0.988 (slika
5), pomocu koje je odredena nepoznata koncen-
tracija proizvoda (tabela 2).

Na osnovu dobijenih rezultata iz tabele 2 uo-
¢ava se opadanje vrednosti odnosa povrSina
ispod pikova i odnosa koncentracija benzalace-
tofenona (halkon) i trimetoksibenzena (TMB) iz
¢ega proizilazi da se koncentracija proizvoda
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Slika 4. FTIR spektar magnetnih
mikrosfera na bazi vanilina

Figure 4. FTIR spectrum of
vanillin-based magnetic microsphere
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Tabela 1. Odnos koncentracija i povrSina ispod pika proizvoda i internog standarda

Povrsina ispod pika

Koncentracija (mg/mL)

Odnos Odnos
Uzorak TMB Halkon povrSina TMB Halkon koncentracija
S1 1315889 226337 5.81 0.05 0.010 5
S2 1500535 587459 2.55 0.05 0.025 2
S3 857431 440520 1.95 0.05 0.050 1
S4 1000247 1079836 0.92 0.05 0.075 0.67
S5 987036 1459804 0.68 0.05 0.109 0.5

ZBORNIK RADOVA 2019
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Slika 5. Kalibraciona prava
P (T/H) — odnos povrsine pikova
6 TMB-a i benzalacetofenona
,/‘ C (T / H) — odnos koncentracija
i TMB-a i benzalacetofenona
5 Vg
7
,/, Figure 5. Calibration curve
—~ 4- //’ P (T/H) — peak area ratio of TMB
E 7 and benzylacetophenone,
a 3 /// C (T /H) —ratio of TMB and
,.,/ benzylacetophenone concentrations
' d
24 o .7
7
e
e
//
L I P=(1.11+0.10)xC + (0.3 + 0.2)
i R2 = 0.968
O 1 T 1 1 1
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C(T/H)

Tabela 2. Odnos koncentracija i povrSina ispod pika uzoraka reakcione smese

Povrsina ispod pika

Koncentracija (mg/mL)

Odnos Odnos
Uzorak TMB Halkon povrSina TMB Halkon koncentracija
RO 27977 15233 1.84 0.05 0.0365 1.37
R1 20028 4344 4.61 0.05 0.0131 3.81
R2 24731 3267 7.57 0.05 0.0077 6.43

smanjuje od prve ka trecoj reakciji. Ovakav trend
ukazuje na opadanje kataliticke mo¢i kataliza-
tora kao i na stepen njegove regeneracije kroz
reakcije. Prinos prve reakcije iznosi 71.6%,
druge reakcije 25.7 i trece reakcije 15.1%, izra-
C¢unate vrednosti prinosa po reakcijama su u
skladu sa zaklju¢cima izvedenim na osnovu
vrednosti iz tabele 2, odnosno pokazuju i mogu¢-
nost stepena regeneracije.

Zakljucak

Prinos prve reakcije (RO) sa ¢istim kataliza-
torom iznosi oko 72%, druge reakcije R1 sa
jednom regenerisanim katalizatorom iznosi 26%
i trece reakcije R2 sa dva puta regenerisanim
katalizatorom iznosi 15%. Ocigledan je nagli pad
kataliti¢ke moci katalizatora nakon prve regene-

518 ¢ PETNICKE SVESKE 78

racije ali ipak postoji moguénost uzastopne pri-
mene katalizatora tokom vise ciklusa za razliku
od homogenih katalizatora za Claisen-Schmid-
tovu kondenzaciju koji se mogu upotrebiti samo
jednom. Ujedno je ovaj katalizator ekoloski pri-
hvatljiv zbog moguénosti lakog odvajanja iz re-
akcione smesSe i ponovne upotrebe.

Literatura

Ge Y., Qin L., Li Z. 2016. Lignin microspheres: An
effective and recyclable natural polymer-based
adsorbent for lead ion removal. Materials & Design,
95: 141.

Ke F., Qiu L. G., Zhu J. 2014. Fe;0, core—shell
magnetic microspheres as excellent catalysts for the
Claisen—Schmidt condensation reaction. Nanoscale,
6: 1596.

DEO Il



LiY., WuM., Wang B.,, Wu Y., Ma M., Zhang X.
2016. Synthesis of Magnetic Lignin-Based Hollow
Microspheres: A Highly Adsorptive and Reusable
Adsorbent Derived from Renewable Resources. ACS
Sustainable Chemistry & Engineering, 4 (10): 5523.

Podkoscielna B., Sobiesiak M., Zhao Y., Gawdzik
B., Sevastyanova O. 2015. Preparation of
lignin-containing porous microspheres through the
copolymerization of lignin acrylate derivatives with
styrene and divinylbenzene. Holzforschung, 69 (6):
769.

Milan Ivanovié

Synthesis of Vanilin-based Magnetic
Microspheres as a catalyst for
Claisen-Schmidt Condensation

An ACMMs (aldehyde-containing magnetic
microspheres) catalyst was synthesized with a
vanilla-based MOF (metal organic framework)
structure surrounding magnetic Fe;O4 nano-
particles. The preparation procedure of ACMMs
includes two main stepsm, and in the first step
magnetic Fe;O,4 nanoparticles are modified by
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methacrylic groups (MethA-Fe;O4 NPs). Mono-
mer vanillin methacrylate (VMA) was prepared
by esterification of vanillin and methacryloyl
chloride. ACMMs was obtained by suspension
polymerization of vanillin methacrylate and
modified Fe;0, nanoparticles. The efficiency of
ACMMs as a catalyst in the Claisen-Schmidt
condensation between benzaldehyde and aceto-
phenone and the possibility of regeneration and
reuse of the catalyst over three consecutive cy-
cles were examined. The yield of the first reac-
tion with pure catalyst (72%) is significantly
higher than the yield of the second reaction
(26%) with one regenerated catalyst, while the
difference in yield between the second and third
(15%) reactions with the twice-regenerated cata-
lyst is significantly smaller than the difference
between the first and second reactions. A sudden
decrease in the catalytic power of the catalyst af-
ter the first regeneration is clearly evident, which
is largely due to the effect of the temperature at
which the reaction takes place on the catalyst,
having effect on the catalyst. However, there is a
possibility of consecutive application of
ACMMs catalysts over multiple cycles unlike
other catalysts for Claisen-Schmidt condensa-
tion. \W
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Stefan Radojici¢

Sinteza 1 antibakterijska
aktivnost kompleksa
prelaznih metala sa
ciprofloksacinom kao
ligandom

Opisana je sinteza kompleksa prelaznih metala sa
ligandom ciprofloksacinom (cpl), koji pripada
klasi fluorohinolinskih antibiotika, kao i njihova
karakterizacija i bioloska aktivnost. Uspesno je
sintetisan kompleks [Pt(DMSO)(cpl)CIl]CI (kom-
pleks 1) sa ciprofloksacinom koji u svojoj struk-
turi sadrZi i ligande dimetil-sulfoksid (DMSO) i
hlorid, dok je u slucaju sintetisanog kompleksa
[Cu(cpl),]Cl, (kompleks 2), jedini koordinovani
ligand ciprofloksacin. Sintetisani kompleksi su
okarakterisani pomocu infracrvene spektrosko-
pije (FTIR) i merenjem njihove temperature top-
ljenja. Kirbi-Bauerovom metodom utvrdeno je
da kompleksi ispoljavaju antibakterijsko dejstvo
kod E. coli. Mikrodilucionom metodom je ispitano
da li su sintetisani kompleksi efektivniji od cipro-
floksacina u smanjenju bakterijske vijabilnoti.
Supstance su rastvorene u DMSO u rasponu
koncentracija od 10 do 0.08 ug/mL. Kompleks 1
Jje pri koncentracijama iznad 0.62 ug/mlL ispoljio
veli efekat na smanjenje bakterijske vijabilnosti
soja E. coli, u poredenju sa ciprofloksacinom, a
kompleks 2 samo pri koncentaciji od 10 ug/mL.
SmeSa sintetisanih kompleksa je pri svim kon-
centracijama pokazala izraZeniji efekat na sma-
njenje bakterijske vijabilnosti od ciprofloksacina,
a pri koncentracijama nizim od 1.25 ug/mL i od
oba kompleksa pojedinacno. Zakljuceno je da
sintetisani kompleksi ispoljavaju antibakterijsko
dejstvo, i da njihova smeSa ispoljava sinergisticki
efekat pri niskim koncentracijama. U daljem is-
traZivanju trebalo bi ispitati antifungalno i anti-
tumorsko dejstvo kompleksa i njihove smese.
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Uvod

Ciprofloksacin (cpl, slika 1) je jedan od anti-
biotika iz klase flurohinolona kao §to su i ofloks-
acin 1 sparfloksacin. Oni se naj¢esce koriste za
lec¢enje respiratornih, urinarnih i koznih in-
fekcija. Ciprofloksacin je antibakterijski aktivan
prema gram-pozitivnim i gram-negativnim
bakterijama, ali je dejstvo efektivnije na gram-
negativne bakterije (Davis et al. 1996). Medu-
tim, vremenom one postaju rezistentne na njegov
uticaj (ibid.).

Slika 1. Strukturna formula ciprofloksacina

Figure 1. Structural formula of ciprofloxacin

Jo§ sredinom dvadesetog veka otkrivena je
antitumorska aktivnost kompleksa platine.
Naime americki nau¢nik Barnet Rozenberg je
tada otkrio uticaj cisplatina (slika 2) na rast i
razvoj bakterije E. coli (Rosenberg et al. 1965).
Utvrdio je da je proces deobe bio zaustavljen,
dok se proces rasta i dalje odvijao normalno.
Kasnije, nakon daljih istraZivanja i odobrenja od
strane FDA (Food and Drug Administration),
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Slika 2. Strukturna formula cisplatina

Figure 2. Structural formula of cisplatin

cisplatin je pusSten na trziSte kao lek za neke vrste
tumora (Wang i Lippard 2005). Trans-izomer
ovog jedinjenja ne pokazuje antitumorsku aktiv-
nost (Rosenberg 1965).

Cisplatin je nasao primenu kao lek u hemo-
terapiji. Hemoterapijski lekovi ispoljavaju svoju
citotoksi¢nu aktivnost na ¢elijama raka (koje se
brzo dele), pri ¢emu spre¢avaju razmnoZzavanje
¢elija raka (Wang i Lippard 2005). Cisplatin
deluje na éelije tumora tako $to se vezuje za
DNK (najéescée za guanin), i zbog toga dolazi do
njene apoptoze (programirane smrti ¢elije)
(Dasari i Tchounwou 2014). Medutim, veliki
problem kori§éenja kompleksa platine(II) su
negativni efekti koje ona prouzrokuje. Pre svega
ovi kompleksi ¢e interagovati i sa DNK moleku-
lima zdravih éelija koje se brze razmnozavaju
(dlaka, crevo itd.) u kojima ée doéi do koordino-
vanja cisplatina za N7 atom guanina, zbog ¢ega
¢e doci do stvaranja defekata i onemogucavanja
transkripcije, i na kraju apoptoze Celije (Dasari i
Tchounwou 2014). Pri tome takode dolazi i do
stvaranja rezistencije na cisplatin od strane Celije,
jer cisplatin ima relativno slabo koordinovane
hloride, zbog ¢ega dolazi do koordinovanja
cisplatina za jedinjenja u citoplazmi sa tiolatnom

funkcionalnom grupom, §to sprecava interakciju
cisplatina sa DNK.

Mnogi kompleksi prelaznih metala su jedi-
njenja sa antivirusnom, antimikrobnom i anti-
fungalnom aktivnoséu. Cesto su u upotrebi
kompleksi platine(Il), ali postoje i kompleksna
jedinjenja bakra, cinka, nikla i kobalta koja su
jako zastupljena (Barry i Sadler 2013).

Cilj ovog rada je sinteza Cetiri kompleksa pre-
laznih metala: Pt, Cu, Ni, Co sa ciprofloksa-
cinom kao ligandom, njihova karakterizacija i
ispitivanje njihovog antibakterijskog dejstva kod
bakterijskog soja Escherichia coli.

Materijal 1 metode

Sinteza cis-[PtCl,(DMSO),]. Kompleks
cis-[PtCl,(DMSO),] je sintetisan prema jedna-
¢ini prikazanoj na slici 3: odmereno je 0.1245 g
(0.3 mmol, 1 eq, preparat) kalijum-tetrahloro-
platinata(II) koji je prenet u vijalicu zapremine
1.5 mL, gde je rastvoren u 1 mL dejonizovane
vode. Odmereno je 64 uL (0.9 mmol, 3 eq, Fisher
Science UK) DMSO-a i preneto u vijalicu (slika
3), (Dodoff et al. 2006), (Price et al. 1972). Vija-
lica je postavljena na magnetnu meSalicu i reak-
ciona sme3a je meSana tokom 4 h. Cvrsti ostatak
je u balonu suSen pod visokim vakuumom.

Sinteza [Pt(DMSO)(cpl)CI]Cl. Kompleks
[Pt(DMSO)(cp)CI]CI je sintetisan iz prethodno
sintetisanog kompleksa cis-[PtCl,(DMSO),] i
ciprofloksacin-hidrohlorida prema reakciji
prikazanoj na slici 4. Odmereno je 82.1 mg
(0.194 mmol, 1 eq, preparat) cis-[PtCl,-
(DMSO),] i rastvoreno u 3.9 mL vode, prethod-
no zagrejane na 70°C, u balonu zapremine

/
2+ O=8s—
Clrpy Cl L2 f M2 \ pr.¢! + 2KCl
cl” cl S ot ¢ el
A\
[Pt(DMSO0),Cl,]
Slika 3. Sinteza kompleksa cis-[PtCl,(DMSO),]
Figure 3. Synthesis of the complex cis-[PtCl,(DMSO);]
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Slika 4. Sinteza kompleksa [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI
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Figure 4. Synthesis of the complex [Pt(DMSO)(cpl)Cl]Cl

10 mL. Masa ciprofloksacin-hidrohlorida od
0.0715g (0.194 mmol, 1 eq, apoteka) je potom
rastvorena u minimalnoj koli¢ini metanola (J. T.
Baker) i taj rastvor je prenet u balon i pomeSan sa
rastvorom kompleksa (slika 4), (Oliveira et al.
2018). Potom je reakciona smeSa meSana tokom
48 h na temperaturi od 65°C uz refluks. Cvrsti
ostatak reakcione smese je proceden i prvo susen
iznad SiO,, a nakon toga i na visokom vakuumu.
Sinteza kompleksa Ni(II), Cu(II) i Co(II)
sa ciprofloksacinom. Odmereno je 0.15 mmol
(1 eq) hlorida metala (0.0361 g NiCl, x 6H,0,
Kemika; 0.0257 g CuCl, x 2H,0, Zorka Sabac;
0.0357 g CoCl, x 6H,0, Centrohem) i rastvoreno
u 2 mL dejonizovane vode (Chohan ez al. 2005).
Ovom rastvoru je dodat metanolni rastvor
cplxHCI (apoteka) (J. T. Baker). Smesa je re-
fluktovana tokom 1 h, a zatim ohladena u fri-
Zideru i nakon toga tokom 24 h ostavljena da se

mesa na sobnoj temperaturi. Cvrsta faza je
profiltrirana, isprana sa 10 ml etanolai 10 mL di-
etil-etra, susena iznad SiO,, a nakon toga susena i
na visokom vakuumu.

Bioloska aktivnost. Kirbi-Bauerovom me-
todom (Kirby-Bauer test) ispitana je osetljivost
bakterijskih sojeva E. coli i S. aureus na sinte-
tisane supstance (Santos et al. 2014). Pripremljen
je komercijalni Miler-Hinton (Mueller Hinton)
agar koji je zatim izliven u sterilne Petrijeve Solje
i ostavljen do stvrdnjavanja. U svaku od Solja
naneto je po 100 pL odgovarajuce bakterijske
suspenzije koncentracije 1.5x10® CFU/mL
(CFU - colony forming unit, jedinica za formi-
ranje kolonije, predstavlja procenu broja odrZivih
bakterija u uzorku). Staklenim Stapi¢em su sus-
penzije bakterija ravnomerno rasporedene po
agaru. Na diskove od filter papira je naneto po
3 uL rastvora ispitivanih supstanci koncentracije

HN

* 2HCI

Slika 5. Sinteza kompleksa [M(cpl),(H,O)n]Cl, (M — odredeni metal, n — broj koordinovanih molekula vode)

Figure 5. Synthesis of the complex [Ni(cpl)2(H,0),]Cl, (M — a specific metal, n — number of coordinated water

molecules)
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Slika 6. Prikaz popunjene

12 3 45 6 7 8 9101112 mikrotitarske ploce:
AC)C)C)C)E)EC)EC)C)C)EC)EC)E K1 — [Pt(DMSO)(cp))CI]C1
() K1 K1 K1 K1 s s s s R K+ | LB (kompleks D,
B K2 — [Cu(cpl)2]Cl2 (kompleks 2),
) (@) () () () s s s ) (R K+ | LB S — smesa kompleksa,
C A — antibiotik (ciprofloksacin),
D 8 K1 K1 K1 K1 s s s s R K+ | LB LB - medijum, K+ pozitivna
kontrola, K— —negativna
E B K2 K2 K2 K2 A | A a A R ki) (= kontrola, R — kontrola rastvaraca.
F L8 K2 K2 K2 K2 A A A A K- K- (1
Figure 6. Diagram of filled
GEE)E)E)E)CH)E)CEG)C)E)E)E microwell plate:
H LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB LB Eé : %EEE(DCII:\)ZI[)SZ?C)gg?I)Cl]CI,

1.667 (mg)/mL: [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI, [Cw
(cp),]Cl,, CplxHCI, CuCl,x2H,0, K,PtCly, kao
i kombinacija [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI i
[Cu(cpl)2]Cl, u odnosu 1:1 u cilju ispitivanja nji-
hovog medusobnog dejstva. Kao pozitivna kon-
trola koriSéen je komercijalni disk impregniran
ciprofloksacinom koncentracije 5 ug, a kao kon-
trola rastvaraca 100% rastvor DMSO-a. Diskovi
su pincetom postavljeni na obeleZena mesta u Pe-
trijevim Soljama. Nakon toga, Petrijeve Solje su
inkubirane 24 h na temperaturi od 37°C, nakon
¢ega su u programu za analizu slika FIJI izme-
rene zone inhibicije bakterijskog rasta. Dobijeni
podaci za ciprofloksacin uporedeni su sa poda-
cima u standardizovanim CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) tablicama.

Mikrodilucionom metodom ispitivane su
minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) sin-
tetisanih kompleksa kod bakterijskog soja E. coli
i uporeden je njihov antibakterijski efekat pri
razli¢itim koncentracijama. Eksperiment je vrsen
u komercijalnim mikrotitarskim plo¢ama sa 96
bunarica (slika 6). Koncentracija bakterija u
svakom bunari¢u iznosila je 1.5x10% CFU/mL.
Kao pozitivna kontrola koriscen je rastvor cipro-
floksacina koncentracije 0.2 mg/mL, a kao
negativna kontrola bakterijska suspenzija u LB
medijumu koncentracije 1.5x10%® CFU/mL. Za
kontrolu rastvaraca kori$éen je rastvor DMSO-a
pri odgovarajuéim koncentracijama.

ZBORNIK RADOVA 2019

S — mixture of K1 and K2,

A — antibiotic (ciprofloxacin),
LB — medium, K+ positive
control, K— — negative control,
R — solvent control.

Eksperiment je izvrSen u dve ploce, od koje je
svaka sadrZala je odredenu kombinaciju serijskih
razblaZenja ispitivanih supstanci, ploc¢a 1: 10
pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL i 1.25 pg/mL , ploca
2:0.62 pg/mL, 0.31pg/mL, 0.16 pg/mL i 0.08
pg/mL.

Ploce su inkubirane 16 h na temperaturi od
37°C nakon ¢ega je odredena opticka gustina
(0.D. 600) rastvora pomoc¢u ELISA reader-a.
Ocitane vrednosti apsorbanci rastvora ispitivanih
uzoraka oduzete su od vrednosti apsorbanci hran-
ljivog medijuma u kome su uzorci bili rastvoreni.
Oduzet je u¢inak rastvara¢a (DMSO) i dobijene
vrednosti su predstavljene u vidu relativne bakte-
rijske vijabilnosti. Analiza podataka izvrSena je u
programu Excel.

Po ocitavanju apsorbanci rastvora u svaki
bunari¢ je dodato 30 pL resazurina, a potom su
ploce inkubirane jo$ 3 h radi vizuelnog ocita-
vanja MIC (minimalna inhibitorna koncentra-
cija) vrednosti.

Rezultati 1 dikusija

Karakterizacija dobijenith kompleksa

Cis-[PtCl,(DMSO),]. Rezultati FTIR ana-
lize ukazuju na to da je uspesno sintetisan kom-
pleks cis-[PtCl,(DMSO),]. Trake na 1157 cm™ i
1134 cm™ poti¢u od valencionih S=O vibracija,
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Slika 7. FTIR spektar
cis-[PtClo(DMSO)2]

Figure 7. FTIR spectrum of
cis-[PtCl2(DMSO);]
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§to je u skladu sa literaturnim podacima (Dodoff
et al. 2006). Takode se i eksperimentalno do-
bijena temperatura topljenja sintetisanog kom-
pleksa kretala u opsegu od 211-214°C, Sto je
pribliZzno opsegu iz literaturnih podataka za
temperaturu topljenja kompleksa u opsegu od
218-224°C (Dodoff et al. 2006). Na slici 7 pri-
kazan je FTIR spektar kompleksa cis-[Pt-
Cl,(DMSO),].

[Pt(DMSO)(cpl)CI]CL. Proizvod reakcije
sinteze analiziran je na FTIR uredaju, i spektar se
poklapa sa literaturnim podacima, na Sta ukazuje
prisustvo traka na segmentu od 1700 cm~! do
1600 cm™! koje predstavljaju prisustvo C=0
karboksilne grupe i C=0 karbonilne grupe

(Oliveira et al. 2018). Naslici 8 prikazan je FTIR
spektar kompleksa [Pt(DMSO)(cpl)CI]Cl.
[Ni(cpD)2(H20),]Cl; i [Co(cpD)2(H20),]Cl,.
Dobijeni proizvodi reakcija su karakterisani
FTIR spektroskopijom, ali se spektri nisu pokla-
pali sa teorijskim vrednostima karakteristi¢nih
traka za ove komplekse. Trake sa talasnim bro-
jevima 1725 cm™ i 1630 cm™! koje odgovaraju
karboksilnoj (COOH) i karbonilnoj (C=0) grupi
respektivno, poklapaju se sa odgovarajuéim tra-
kama u spektru ciprofloksacina, dok literaturni
podaci nalaZu pomeranje ovih traka pri gradenju
kompleksnih jedinjenja (Chohan et al. 2005).
Ovo ukazuje da sinteza ova dva kompleksa nije
bila uspes$na, odnosno da su dobijene kristalne

Slika 8. FTIR spektar
(\ [Pt(DMSO)(cp])Cl1]Cl1

Figure 8. FTIR spectrum of
[P(DMSO)(cpl)CIICI
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Slika 9. FTIR spektri:
100 a) ciprofloksacin-hidrohlorida,
\j\ b) [Ni(epha(H20)IC,
s (_\/"\N m ¢) [Co(cpl)2(H20)2]Cla.
L
§ W Figure 9. FTIR spectra of:
g a) cpl xHCl,
2 b) [Ni(epha(H20)]Ch,
S 704 ¢) [Co(cpl)2(H20)2]Cla.
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Slika 10. FTIR spektar
[Cu(cpl)2]Cla

Figure 10. FTIR spectrum of
[Cu(cpl)2]Cl2
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supstance bile kristali ciprofloksacina. Spektar
proizvoda sinteze [Ni(cpl),(H,0),]Cl,, prikazan
je naslici 9a, na slici 9b je prikazan spektar kom-
pleksa [Co(cpl)2(H,0),]Cl,, dok je na slici 9¢
prikazan FTIR spektar ciprofloksacina.
Proizvod reakcije sinteze [Cu(cpl),]Cl,.
Uzorak je analiziran FTIR spektroskopijom i
eksperimentalno dobijeni spektar se poklapao sa
teorijskim vrednostima karakteristi¢nih traka za
kompleks. Na ovaj zaklju¢ak ukazuje ¢injenica
da je za razliku od kompleksa nikla i kobalta
doslo do pomeraja odogvarajuéih vrednosti traka
COOH grupe sa 1725 cm™ na 15801 1350 cm™
kao i C=0 grupe sa 1630 cm™ na oko 1600 cm™,
Sto se poklapa sa literaturnim podacima (Chohan

T v
1500 1000

et al. 2005). Na slici 10 prikazan je FTIR spektar
kompleksa [Cu(cpl),]Cl,.

Bakterijska osetljivost 1 bakterijska
vijabilnost

Bakterijska osetljivost. Analizom podataka
dobijenih merenjem precnika zone inhibicije
bakterijskog rasta pokazalo se da je bakterijski
soj E. coli soj senzitivniji na sintetisane kom-
plekse i ciprofloksacin od soja S. aureus. Pre¢nici
zone inhibicije bakterijskog rasta kod S. aureus
iznosili su za [Pt(DMSO)(cpl)CI]CI1 (kompleks
1) 24.29 mm, za [Cu(cpl),]Cl, (kompleks 2)
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Slika 11. Vijabilnost bakterijskog
soja E. coli:

K1 - [Pt(DMSO)(cp))CI]CI,

K2 —[Cu(cpl)2]Cla,

S — smesa K11iK2,

CiproF — ciprofloksacin.

Figure 11. Viability of the
bacterial culture E. coli:

K1 - [Pt(DMSO)(cp])CI]CI,

K2 —[Cu(cpl)2]Cl,

S — mixture of the complexes K1
and K2,

CiproF — ciprofloxacin.
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27.38 mm, za smeSu ova dva kompleksa 26.68
mm, a za ciprofloksacin 24.01 mm.

Bakterijska vijabilnost. Analizom podataka
dobijenih ispitivanjem bakterijske vijabilnosti
E. coli (slika 11) ispitana je antibakterijska ak-
tivnost kompleksa i njihove smeSe, i uporedena
sa antibakterijskom aktivno$cu ciprofloksacina.
MIC za kompleks 1 ([Pt(DMSO)(cpl)CI]Cl),
smeSu dva kompleksa i ciprofloksacin iznosila je
ispod 0.08 pg/mL, dok je MIC za kompleks 2
([Cu(cpl)2]Cl,) iznosila 0.16 pg/mL. Kompleks 1
je pri svim koncentracijama ve¢im od 0.62 ug/mL
ispoljio vedi efekat na smanjenje bakterijske
vijabilnosti E. coli od ciprofloksacina, a kom-
pleks 2 jedino pri koncentraciji od 10 pg/mL.
Smesa kompleksa 112 je pri svim koncentra-
cijama ostvarila izraZeniji efekat na smanjenje
bakterijske vijabilnosti E. coli u poredenju sa
ciprofloksacinom, a pri koncentracijama niZim
od 1.25 pg/mL od oba kompleksa pojedinacno.
Ovim je pokazano da smeSa kompleksa 1 i
kompleksa 2, odnosno [Pt(DMSO)(cpl)CI|CI i
[Cu(cpl),]Cl,, ispoljava sinergisticki efekat pri
koncentracijama nizim od od 1.25 pg/mL.

Zakljucak

Kompleksi Pt i Cu sa ciprofloksacinom,
[Pt(DMSO)(cpl)CI]Cli [Cu(cpl),]Cl,, su uspesno
sintetisani. Pokusalo se i sa sintezom kompleksa
[Ni(cpl)2(H20),]Cl, i [Co(cpl)>(H,0),]Cl, istom
procedurom, kao i sa sintezom kompleksa
[Cu(cpl),]Cl,, ali nije doslo do njihovog formi-
ranja, §to bi moglo predstavljati predmet bu-
duceg istrazivanja

Sintetisani kompleksi [Pt(DMSO)(cp)CI]ClI
1 [Cu(cpl):]Cl, ispoljili su antibakterijsku aktiv-
nost prema bakterijskom soju E. coli, kao i
njihova smeSa. Kompleks 1 je pri svim koncen-
tracijama iznad 0.62 pg/mL ispoljio vece anti-
bakterijsko dejstvo od ciprofloksacina, dok je
kompleks 2 vece antibakterijsko dejstvo od ci-
profloksacina ispoljio samo pri najvisoj ispi-
tivanoj koncentraciji — 10 pg/mL. Njihova smesa
je pri svim koncentracijama ostvarila izraZeniji
efekat na smanjenje bakterijske vijabilnosti E.
coli u poredenju sa ciprofloksacinom, a pri kon-
centracijamanizim od 1.25 pg/mL, i od oba kom-
pleksa pojedina¢no. Na osnovu ovoga moZze se

ZBORNIK RADOVA 2019

zakljuciti da smeSa kompleksa [Pt(DMSO)-
(cpDCI]CI) i [Cu(cpl),]Cl, ispoljava sinergistic¢ki
efekat pri niskim koncentracijama, i da bi upo-
treba ciprofloksacina kao liganda u sintezi
kompleksa sa prelaznim metalima mogla da nade
primenu u borbi protiv bakterijskih sojeva re-
zistentnih na ciprofloksacin.

Zahvalnost. Zeleo bih da se zahvalim svojim
mentorima UroSu Stojiljkovicu i Aleksi Micicu
na njihovoj pomoc¢i i predanosti pri izradi i pi-
sanju ovog rada, kao i dr Biljani . Glisi¢, do-
centu na Prirodno-matemati¢kom fakultetu
Univerziteta u Kragujevcu, na polaznim infor-
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Stefan Radojici¢

Synthesis and Antibacterial Activity
of Transition Metal Complexes with
Ciprofloxacin used as the Ligand

In this paper we described the synthesis of
transition metal complexes with ciprofloxacin, a
kind of antibiotic from the fluoroquinolone class,
as a ligand and their characterization and biologi-
cal activity. The complex [Pt(DMSO)(cpD)CI]CI,
which has DMSO (dimethyl-sulfoxide) as a li-
gand besides ciprofloxacin, and the complex
[Cu(cpl),]Cl, , which only has ciprofloxacin as a
ligand, were successfully synthesized. Synthesis
for the complexes [Ni(cpl),(H,0),]Cl, and
[Co(cpl)2(H,0),]Cl, were attempted following
the same procedure as the one used for the com-
plex [Cu(cpl),]Cl,, but they did not result in the
formation of the desired complexes. Determin-
ing the cause of this could be used for future re-
search. The synthesized complexes were
characterized using FTIR spectroscopy and by
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measuring their melting point. By using the
Kirby-Bauer disk diffusion method it was deter-
mined that the complexes showed antibacterial
activity in E. coli. Afterwards, by using the
microdilution method, it was determined if the
complexes are more effective than ciprofloxacin
in reducing bacterial viability of E. coli. All of
the compounds were dissolved in DMSO and
their concentrations were in the range of
10 pg/mL to 0.08 pg/mL. A solution of cipro-
flxacin at a concentration of 0.2 mg/mL was used
as the positive control and a bacterial suspension
in LB medium at a concentration of
1.5%10%C FU/mL was used as the negative con-
trol. DMSO at the coresponding concentrations
was used as the solvent control. After the incuba-
tion of the plates, the apsorbances of the wells
were read using the ELISA reader. When the
apsorbances were read, the wells were colured
with resazurin so that the MIC value could be
visualy determined. It was concluded that com-
plex 1 showed a great effect in reducing E. coli
bacterial viability at concentrations greater than
0.62 pg/mL compared to ciprofloxacin, while
complex 2 showed a greater effect than cipro-
floxacin in reducing E. coli bacterial growth only
at the concentration of 10 pg/mL. The mixture of
the synthesized complexes exhibited a more sig-
nificant antibacterial effect than ciprofloxacin at
all tested concentrations. Further more, at con-
centrations lower than 1.25 pg/mL the antibacte-
rial effect of the mixture is greater than the
antibacterial effect of both of the complexes indi-
vidually, and therefore showcases a synergistic
effect at these concentrations. In future research
we could also test the antifungal and antitumor
activity of the complexes and their synergistic
solution. Q

DEO Il



