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1. UVOD

Tiabendazol (TBZ) je derivat benzimidazola koji se najceSce koristi kao antihelmintik 1
antifungicid. TBZ se takoder koristi kao aditiv u hrani (E-233) u SAD-u za sprjecavanje
razvoja plijesni, protiv truljenja i za poboljSanje vizualnog izgleda hrane, dok je u Europskoj
uniji (EU) zabranjen. Zbog njegove Siroke upotrebe, moZe se pronac¢i u vocu i povréu kao i u
njihovim proizvodima. Iako toCan mehanizam njegovog djelovanja kao antifungicida nije
otkriven, smatra se da inhibira sustav prijenosa elektrona u gljivicama ¢ime dolazi do
inhibicije i ostalih metabolic¢kih funkcija kao $to su stani¢no disanje i Krebsov ciklus. TBZ je
hidrofobna molekula koja sadrzi dusik sa slobodnim elektronskim parom tako da je topljiv u
kiselim medijima. Zbog ovih ¢injenica, pracenje TBZ-a je bitno kako bi se osigurala sigurnost
1 kvaliteta hrane. U ve¢im koncentracijama je toksi¢an za ljude i zivotinje pa ga je potrebno

pratiti u okolisu.

Za odredivanje TBZ-a najviSe se koriste kromatografske, spektroskopske i
elektroanaliticke metode. Iako su kromatografske metode najces¢e koriStene, pokuSavaju se
nac¢i druge metode koje ne zahtijevaju tako dugu pripremu uzoraka, vrijeme analize i toksi¢na
organska otapala. Zbog toga se TBZ sve ¢eS¢e odreduje elektroanalitickim metodama medu
kojima je 1 potenciometrija. Ona predstavlja dobru alternativu ostalim metodama zbog kraceg

vremena analize, jednostavnosti 1 jeftinije instrumentacije.

Cilj ovog diplomskog rada je bio razviti potenciometrijski senzor za odredivanje TBZ-
a. Prvo se vrSila optimizacija membrane kako bi se razvio senzor sa §to boljim svojstvima.
Zatim je provedena karakterizacija novog senzora. Na kraju, TBZ se odredivao u realnim

uzorcima direktnom potenciometrijom i Granovom metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Tiabendazol

TBZ je bijela kristalna tvar bez mirisa i okusa, molekulske mase 201,25 g/mol. Slabo
je topljiv u vodi (50 mg/L), no topljivost mu se povecava snizavanjem pH pa je tako najbolje
topljiv pri pH 2,2. Gustoc¢a mu je 1,103 g/mL, temperatura talista 300 °C, dok sublimira pri
temperaturi od 310 °C. Neki od sinonima kojima se naziva su arbotekt, trezaderm, mertekt,
teko, mintezol i tetusim. U proSlosti je najc¢esce koristen kao antihelmintik, no zamijenjen je

drugim lijekovima te se danas ceS¢e koristi kao antifungicid 1 konzervans [1].

2.1.1. Kemijska struktura tiabendazola

TBZ je heterociklicki aromatski organski spoj koji se ubraja u skupinu benzimidazola.
Kao sto je vidljivo na slici 1, benzimidazol u svojoj strukturi sadrzi benzenski i imidazolni
prsten. Benzimidazol se najceS¢e sintetizira kondenzacijom o-fenilenediamina s mravljom
kiselinom kao katalizatorom. Benzenski 1 imidazolni prsten se skupno nazivaju
benzimidazolnim prstenom koji je zajednicki svim derivatima benzimidazola. Naj¢es¢e mjesto

na koje se veze substituent je C-2 atom §to je slucaj i kod TBZ-a [2].

Slika 1. Strukturna formula benzimidazola [2].



TBZ uz benzimidazolni prsten u svojoj strukturi sadrzi i tiazolni prsten. To je naziv za
peteroclani prsten koji umjesto dva ugljikova atoma sadrzi jedan atom duSika i jedan atom
sumpora. I[TUPAC naziv tiabendazola je 4-(1H-benzimidazol-2-il)-1,3-tiazol, a molekulska

formula mu je C10H7N3S. Strukturna formula TBZ-a je prikazana na slici 2.

’
N N
U

Slika 2. Strukturna formula TBZ-a [3].

2.1.2. Sinteza tiabendazola

Prvu sintezu TBZ-a u laboratoriju su izveli Brown 1 sur. 1961. godine. Otkrili su da
sintetizirani spoj djeluje protiv gastrointestinalnih parazita u domacim zivotinjama na nacin da
interferira metabolizam tih parazita te se njegovom primjenom ti paraziti mogu ukloniti iz
zivotinja. Prou¢avanjem njegove strukture imenovan je TBZ-om. Sintetiziran je pomocu 4-
tiazol-karboksiamida i1 o-fenilenediamina uz polifosfornu kiselinu kao katalizator (slika 3).
Reakcija se naziva heterociklizacija jer u njoj dvije amino skupine iz o-fenilenediamina
cikliziraju. Reakcija se provodila na 250 °C tri sata. Dobiveno je iskoriStenje od 64 %, a TBZ

je imao temperaturu talista 304-305 °C [4].

H
NH2 S HO(HPO3)sH N
S
CL,., © ™A QL2
N 250°C N N

Slika 3. Sinteza TBZ-a iz o-fenilendiamina 1 4-tiazolkarboksamida [4].



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H7N3S

Nakon $to je TBZ sintetiziran po prvi puta, Americka agencija za hranu i lijekove
(engl. Food and drug administration, FDA) ga je vrlo brzo stavila na listu dozvoljenih
lijekova. To je potaknulo mnoge farmaceutske tvrtke da razviju sintezu koja ¢e imati vece
iskoriStenje 1 bolje reakcijske uvjete. Tako su Grenda i sur. [5] proveli drugi naCin sinteze.
Zato §to su N-arilamidini bili dostupni reakcijom aromatskih amina s nitrilima, doSlo se do
zakljucka kako bi oni mogli biti odli¢ni prekursori u sintezi benzimidazola pa tako 1 TBZ-a. N-
arilamidini su spojevi koji u svojoj strukturi sadrZze imino 1 amino skupinu u alkilnom lancu
vezanom na benzenski prsten. TBZ je iz N-arilamidin hidroklorida sintetiziran u dva
reakcijska koraka (slika 4). U prvom koraku, N-fenil-4-tiazol-karboksiamidin je tretiran s
natrijevim hipokloritom pri ¢emu je nastao kristalni produkt N-kloroamidin. Zatim su kristali
N-kloroamidina refluksirani zajedno s otopinom natrijevog hidroksida 1 metanola pri ¢emu je

TBZ sintetiziran s 98 % iskoristenjem.
. N
i NaOCl N-ClI CH30H S
@ ped ——— @ & + NaOH ———> ]
N- c N N

Slika 4. Sinteza TBZ-a iz N-arilamidinhidroklorida [5].

Zhang i sur. [6] su razvili sintezu mnogobrojnih derivata TBZ-a kako bi proucavali
njihovo djelovanje kao antiangiogenetika u lijeCenju raka. Sintetizirana su 24 derivata TBZ-a
kondenzacijom o-fenilendiamina s tiazol-4-aldehidom, uz natrijev pirosulfit (Na2S;0s) kao
katalizator 1 pri temperaturi od 120 °C. Kao otapalo je koriSten dimetilformamid (DMF). Kako
bi se sintetizirao velik broj derivata, koriStene su iste polazne sirovine s razliCitim

supstituentima koji su na opcenitoj reakciji sinteze prikazani slovom R (slika 5).

R1 R1
Ry NH; o  NaS0s g, §
+ _DMF__ ,>—R5
Rs NH H Ry 120°C g N
R, Ry

Slika 5. Sinteza supstituiranih derivata TBZ-a iz o-fenilendiamina 1 tiazol-4-aldehida [6].



2.1.3. Antihelminticka i antifungicidna svojstva tiabendazola

Kao $to je ranije spomenuto, prvu sintezu TBZ-a su proveli Brown i sur. [4] otkrivsi da
djeluje kao antihelmintik. Antihelmintik je sredstvo koje se koristi protiv glista i trakavica,
odnosno svih crijevnih nametnika kod ljudi i Zivotinja. Prema vrsti parazita na koju djeluju
dijele se na tri skupine, pa se tako razlikuju antihelmintici koji djeluju na trematode
(trematoitici), antihelmintici koji djeluju na cestode (cestoitici) 1 antihelmintici koji djeluju na
nematode (nematoitici). Svjetska zdravstvena organizacija procjenjuje da oko 2 milijarde ljudi
boluje od parazitskih infekcija, a zaraZene su i brojne Zivotinje. To znacajno utjece na zdravlje
ljudi 1 kvalitetu mesa ¢ime su narocito pogodene zemlje u razvoju [7]. Sintezom TBZ-a 1961.
godine, velik broj derivata benzimidazola se poceo koristiti kao antihelmintik. Antihelminticka
ucinkovitost TBZ-a je posljedica njegove sposobnosti da kompromitira citoskelet helminta
interakcijom s p-tubulinom. Stetno djeluje na jajne stanice parazita i uzrokuje poremecaje u
procesima koji zahtijevaju integrirane mikrotubule. Na taj nacin se sprjeava reprodukcija
helminta 1 ograniCava njihovo kretanje zivim organizmom [8]. TBZ takoder inhibira
mitohondrijski enzim fumarat reduktazu specifi¢an za helminte. Time inhibira ciklus limunske
kiseline, stani¢no disanje i proizvodnju adenozin trifosfata (ATP-a), Sto u konacnici dovodi do
smrti helminta. Helminti protiv kojih se koristi su Giardia lamblia, Strongyloides stercoralis,
Trichuris trichiura, Trichinella spiralis, Toxocara canis, Ancylostoma duodenale,

Dracunculus medinensis, Capillaria philippinensis 1 Caenorhabditis elegans [9].

TBZ se takoder koristi kao fungicid. Fungicidi su biocidni kemijski spojevi koji se
koriste za ubijanje parazitskih gljiva ili njihovih spora. Koristi se kao konzervans u vocu i
povréu za sprjecavanje truljenja na nacin da uklanja gljivice 1 plijesni. Nanosi se u tankom
sloju na povrSinu voca i povréa Spricanjem ili direktnim uranjanjem u otopinu TBZ-a. Pokazao
se ucinkovitim u suzbijanju velikog broja bolesti koje pogadaju voce, povrée, orasaste plodove
1 zitarice. Takoder se moZe koristiti za tretiranje sjemena kako bi se otpocetka kontrolirao rast
1 razvoj ranije navedenih gljivica. Nedjelotvoran je protiv bakterija, kvasaca 1 aktinomikoza
[10]. Allen 1 Gottlieb [11] su dokazali da su rodovi gljivica Aspergillus, Penicillium i
Fusarium izrazito osjetljivi na TBZ. Ispitali su utjecaj TBZ-a na gljivicu Penicillium
atrovenetum 1 pokazali da TBZ inhibira prijenos elektrona Sto ima posljedice na stani¢no
disanje 1 Krebsov ciklus. TBZ reducira djelovanje enzima nikotinamid adenin dinukleotid

5



fosfat (NADP™") oksidaze, sukcinil oksidaze, NAD-citokrom ¢ reduktaze i sukcinil-citokrom ¢
reduktaze (SCR). Koncentracija TBZ-a koja u potpunosti inhibira rast gljivice je 10 pug/mL.
Smanjena aktivnost enzima gljivice dovodi do inhibicije sinteze lipida, proteina, nukleinskih

kiselina i ugljikohidrata.

2.1.4. Toksi¢nost tiabendazola

TBZ ne hidrolizira i ne metabolizira se u tlu. Slabo je topljiv u vodi tako da se rijetko
moze detektirati u podzemnim vodama. Isparavanjem u atmosferu se brzo fotokemijski
razgraduje uz pomo¢ hidroksilnih radikala. No, unoSenje TBZ-a u ve¢im koncentracijama
putem hrane moZze dovesti do ozbiljnih posljedica zbog njegovih toksi¢nih metabolita. TBZ se
brzo metabolizira i postize maksimalnu koncentraciju u serumu 1-2 sata nakon unoSenja. 40 %
metabolita se izlucuje nakon prva Cetiri sata, a 80 % nakon 24 sata. Djelovanjem citokroma P-
450, TBZ se razgraduje na njegov glavni metabolit 5-hidroksitiabendazol. Dokazano je da on
nije toksi¢an, no njegovom razgradnjom uz benzimidazol-2-il-glioksal i1 tiabendazol-5-on,
nastaje nefrotoksi¢ni produkt tioformamid (slika 6) [12]. Mizutani i sur. [13] su otkrili da je
tioformamid nefroksican (oSte¢uje bubrege) kod muZzjaka miSeva. Bolest je uzrokovala
tubularnu nekrozu, povecanje relativne tezine bubrega i koncentracije dusika u serumu te
smanjenje koncentracije glutationa u bubrezima. Ove znacajke nefrotoksic¢nosti bile su vrlo
sliéne onima prijavljenima za TBZ 1 druge nefrotoksi¢ne tiazole. Njihovo istrazivanje je
pokazalo da je tioformamid, kao metabolit cijepanja prstena TBZ-a, odgovoran za njegovu

toksi¢nost.
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Slika 6. Metabolizam TBZ-a [12].

TBZ ima nisku akutnu toksi¢nost oralno i dermalno te ne nadrazuje o€i. Postoji
zanemariv rizik od izlaganja udisanjem para ili aerosola tijekom upotrebe TBZ-a budu¢i da
ima nizak potencijal za isparavanje ili rasprsivanje. Jedini organi na kojima su zapazeni akutni
1 kroni¢ni u€inci TBZ-a na zivotinje i ljude su jetra i Stitnjaca. TBZ moze djelovati akutno ako
se apsorbira u veéim koncentracijama u kratkom vremenskom periodu. Uzrokuje muéninu,
povracanje, slabost i pospanost. Apsorpcijom u manjim koncentracijama tijekom duzeg
vremenskog perioda djeluje toksi¢no na jetru 1 Stitnjacu. Minimalna dnevna doza toksi¢na za
jetru Zivotinja je bila 10 mg po kilogramu zivotinje, a minimalna dnevna doza koja je izazvala
blagu anemiju i bila toksi¢na za Stitnjacu Zivotinja je bila 100 mg po kilogramu Zivotinje.
Minimalna dnevna doza koja je bila toksi¢na za ljude je iznosila 25 mg po kilogramu covjeka,
a izazvala je bolest jetre sa simptomima kao $to su mucnina i osip [14]. Takoder je ispitan
utjecaj TBZ-a na skotnim miSevima, zecevima i Stakorima te je otkriveno da je teratogen. TBZ
je uzrokovao teske malformacije koStanog sustava fetusa, smanjenje tjelesne tezine majke 1
fetusa te nerazvijenu podjezi¢nu kost. Minimalna dnevna doza koja je izazvala teratogenost je
iznosila 24 mg po kilogramu zivotinje. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, dozvoljena

dnevna doza TBZ-a je 0,3 mg po kilogramu mase covjeka [15].

EU je 30. sijecnja 2017. godine donijela uredbu o produljenju odobrenja TBZ-a kao

pesticida do 31. ozujka 2032. godine. U uredbi je napomenuto kako sve drzave Clanice EU



trebaju obratiti pozornost na zastitu korisnika sredstava i1 potroSaca, zastitu podzemnih voda 1
kontrolu otpadnih voda iz poslijezetvene uporabe [16]. Iako je u Australiji i EU zabranjeno
koristenje TBZ-a kao aditiva u hrani, on se jo$ uvijek koristi kao konzervans (E-233) u SAD-u
1 drugim drzavama. Njime se Spricaju gljive, banane, kruske, narance, limuni i krumpiri te se u
nekim sluc¢ajevima dodaje u meso i mlijeko. Ove namirnice se uvoze u EU i nalaze na
hrvatskom trziStu. Zbog toga je potrebno pratiti i odredivati TBZ u tim namirnicama jer moze
biti toksican za jetru i Stitnjacu te je potencijalno kancerogen [17]. Dozvoljeni sadrzaj TBZ-a u

vocu je 3-6 miligrama po kilogramu voca [18].

2.2. Potenciometrija

Potenciometrija je elektroanaliticka metoda koja mjeri razliku potencijala u
elektrokemijskoj Celiji bez izvora elektri€ne struje. Kroz ¢eliju moZe te¢i odredena koliCina
struje, ali je ona zanemariva i ne utjeCe na ravnotezu kemijske reakcije. U proslosti,
potenciometrija se naj¢esce koristila za odredivanje zavrSne tocke titracije. U novijoj povijesti
se koncentracije iona direktno mjere preko potencijala ion-selektivnih elektroda. Ove
elektrode nisu toliko osjetljive na interferente te pruzaju brzu 1 pogodnu detekciju kationa 1
aniona. Danas je potenciometrija jedna od najkoristenijih elektroanalitickih metoda. Koristi se
gotovo u svim sferama kemije, medicine i zasStite okoliSa. Neke od njezinih primjena su
odredivanje pH u prehrambenim proizvodima, odredivanje koncentracije plinova u krvi i

detekcija zagadivaca u okolisu [19].

Razlika potencijala se odreduje uz pomo¢ voltmetra s velikom ulaznom
impendancijom (pH-metra) ili potenciometra. Bez njih ne bi bilo moguée mjeriti potencijal s
minimalnom koli¢inom elektri¢ne struje. Ako se radi o reverzibilnim kemijskim reakcijama u
potenciometrijskoj ¢eliji, moZe se odrediti promjena slobodne entalpije reakcije ili njena
konstanta ravnoteze. No, kao $to je ranije navedeno, najéesée se odreduje aktivitet ili

koncentracija ispitivanih kemijskih tvari [19].

Sustav za potenciometriju se sastoji od referente i indikatorske elektrode (slika 7).

Potencijal referentne elektrode (Erer) je neovisan o aktivitetu ili koncentraciji iona u otopini, tj.



potenciometrijskoj ¢eliji. Referentne elektrode koje se najc¢esce koriste su standardna vodikova
elektroda, kalomelova elektroda i1 srebro/srebrov klorid elektroda. Potencijal indikatorske
elektrode ovisi o aktivitetu analita. Postoje dva tipa indikatorskih elektroda, kovinske i
selektivne. Kod kovinskih elektroda se razlika potencijala javlja zbog redoks reakcije na
elektrodi, a kod selektivnih zbog prijelaza iona kroz medusloj membrane i ispitivane otopine

[20].

mjeraé potencijala

-
referentna J
elektroda ]
E ref

ionski most—" et — ﬁ
—

indikatorska
elektroda, E; 4

_
membrana

_/1\\ otopina analita/?

Slika 7. Sustav za potenciometriju [19].

2.2.1. Direktna potenciometrija

Direktna potenciometrija je jedna od dvije metode koje se koriste za potenciometrijska
mjerenja. To je brza 1 pogodna metoda za odredivanje aktiviteta ili koncentracije
mnogobrojnih kationa i aniona. Temelji se na mjerenju razlike potencijala izmedu indikatorske
i referentne elektrode kada su obje uronjene u otopinu analita. Indikatorska elektroda mora biti
osjetljiva na ispitivani analit kako bi se javila razlika potencijala. Velika prednost ove metode
je nedestruktivnost Sto znaci da je analit oCuvan 1 moze se dalje koristiti u analizi. Time je
osigurana i ponovljivost mjerenja [19, 20]. Direktna potenciometrija se izvodi na nac¢in da se

pripreme otopine razli¢itih, ali poznatih koncentracija. Zatim se mjeri njihov potencijal i
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konstruira kalibracijski pravac kojim se prikaZze ovisnost potencijala o koncentraciji ili
aktivitetu analita. Nakon toga se izmjeri potencijal u uzorku nepoznate koncentracije analita.
Iz jednadzbe kalibracijskog pravca se moze odrediti aktivitet ili koncentracija analita u uzorku
nepoznate koncentracije. Kalibracijski pravac kationa i aniona je lako razlikovati. Ukoliko je
nagib pravca negativan, radi se o anionu. To znaci da s povecanjem koncentracije aniona
vrijednost potencijala pada (slika 8.a). S druge strane, ako je nagib pravca pozitivan, radi se o
kationu Sto znaci da s povecanjem koncentracije kationa vrijednost potencijala raste (slika 8.b)

[21].

Slika 8. Kalibracijski pravac u direktnoj potenciometriji: a. za anion, b. za kation [21].

2.2.2. Granova metoda

Metoda je razvijena od strane G. Grana, a temelji se na prosirenju metode standardnih
dodataka. U toj metodi se radi nekoliko dodataka (pet ili vise). [zraCunava se kemijska veli¢ina
koja je linearna funkcija aktiviteta iona koji se odreduje. Granova metoda je izrazito pogodna
za odredivanje nepoznatih koncentracija analita jer skracuje vrijeme analize. Sadrzi neke
aproksimacije kao Sto je velika vrijednost konstante ravnoteze. Time se pretpostavlja da se
dodatkom odredenog volumena titranta uklanja ista koliina aktivne vrste. Takoder, Granova

metoda zanemaruje utjecaj interferenata na potencijal sustava. Ukoliko se ne bi koristile
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aproksimacije, krivulja vise ne bi bila linearna 1 bilo bi potrebno koristiti slozenije metode
izraCunavanja. Danas automatski titratori imaju ugradene programe koji sami mogu obraditi

rezultate mjerene Granovom metodom i dodatno ubrzati analizu [19].

2.2.3. Referentne elektrode

Kao $to je ranije reCeno, referentna elektroda ima konstantnu i to¢no odredenu
vrijednost potencijala koja ne ovisi o aktivitetu ostalih iona u otopini. Mora biti robusna, laka
za odrzavanje 1 neosjetljiva na vanjski napon 1 elektri¢nu struju. Referentne elektrode sadrze
redoks sustave u kojima se lako moze regulirati reducirani i oksidirani oblik. Sustav mora biti

izrazito stabilan kako bi se ravnoteza oba redoks oblika lako i1 brzo uspostavila [19].

Tri vrste referentnih elektroda koje se najceS¢e koriste su kalomelova elektroda,

elektroda srebro/srebrov klorid i standardna vodikova elektroda.

2.2.3.1. Kalomelova elektroda

Kalomelova elektroda (slika 9) se sastoji od tekuce zive koja je u kontaktu s zasi¢enom
otopinom zivinog (I) klorida i otopinom kalijeva klorida poznate koncentracije. Drugi naziv za
zivin (I) klorid je kalomel pa otuda dolazi naziv kalomelove elektrode. Sama elektroda se
izraduje nanoSenjem paste zivina (I) klorida 1 kalijeva klorida na tanak sloj zive. Shematski
prikaz kalomelove elektrode je prikazan jednadzbom (1) pri ¢emu ¢ oznacuje mnozinsku

koncentraciju kalijeva klorida u mol/L [20].
Hg | Hg,Cl, (zas.), KClI (¢) (1)

Kao §to je vidljivo iz jednadzbe (2), potencijal kalomelove elektrode ovisi o
konstantnoj 1 tocno poznatoj koncentraciji kloridnih iona. Kod konstantne koncentracije Cl°
iona, konstantna je i koncentracija Hg»?>" iona i potencijal elektrode. Standardni redukcijski

potencijal (E°) kalomelove elektrode sa zasi¢enom otopinom KCl-a iznosi 0,244 V [19].

11



Hg,Cl,(s) + 2e~ = 2 Hg(l) + 2 CI™(aq) (2)

\\\ Otvor sa ¢epom za
izmjenu ili dodatak
otopine KC1

Hg
Zasiéena
otopina KCI

Pasta Hg,Cl,,
Hg 1 KCI

Kristali KCI
Azbestni cep
ili plo¢ica

mikroporoznog
sintriranog stakla ili keramike

Slika 9. Zasi¢ena kalomelova elektroda [20].

2.2.3.2. Srebro/srebrov klorid elektroda

Elektroda srebro/srebrov klorid (slika 10) je najcesée koristena referentna eletkroda.
Sastoji se od srebrove elektrode uronjene u otopinu kalijeva klorida zasi¢enu srebrovim
kloridom. Zbog manjeg temperaturnog koeficijenta, ces¢e se koristi u nevodenim otopinama
od kalomelove elektrode. Sama elektroda se prireduje na nacin da se na povrsini srebrne Zice
koja je savijena u uzvojnicu stvori sloj srebrovog klorida. Zatim se taj komad zice uroni u
otopinu klorida koja je zasi¢ena sa srebrovim kloridom. Shematski prikaz srebro/srebrov
klorid elektrode je prikazan jednadzbom (3) pri ¢emu ¢ oznacuje mnozinsku koncentraciju

kalijeva klorida u mol/L [20].

Ag | AgCl (zas.), KCI (¢) 3)
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Kao $to je vidljivo iz jednadzbe (4), potencijal Ag/AgCl elektrode ovisi o konstantnoj i
to¢no poznatoj koncentraciji kloridnih iona. Kod konstantne koncentracije CI” iona, konstantna
je i koncentracija Ag” iona i potencijal elektrode. Najcesce se za elektrodu koriste zasi¢ena ili
3,5 mol/L otopina KCl-a. Standardni redukcijski potencijal (E£°) Ag/AgCl elektrode sa

zasi¢enom otopinom KCl-a iznosi 0,199 V [19].

AgCI(s) + e~ = Ag(s) + Cl™(aq) 4)
H
J
KCl zasiéen s Ag(;‘_l
Ag Zica
prekrivena || I|
s AgCl |
1|

Slika 10. Zasi¢ena srebro/srebrov klorid elektroda [19].

2.2.3.3. Standardna vodikova elektroda

Standardna vodikova elektroda (slika 11) je izabrana referentnom elektrodom
medunarodnom konvencijom. Odredeno je da je njen potencijal 0 V. Pomoc¢u dogovorenog
potencijala standardne vodikove elektrode (SVE), izraCunati su potencijali svih ostalih
elektroda. SVE se izraduje na nacin da se platinska elektroda uroni u otopinu vodikovih iona
(otopina kiseline konstantne koncentracije). Zatim se elementarni vodik uvodi u otopinu.
Platinska elektroda djeluje kao katalizator i1 osigurava elektrokemijsku reverzibilnost sustava.

Shematski prikaz SVE je prikazan jednadzbom (5) [19].
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Pt,H,(a=1) |Hf(a=1) (5)

Kao $to je vidljivo iz jednadzbe (6), potencijal SVE ovisi o konstantnoj i tocno
poznatoj koncentraciji vodikovih iona. Kod konstantne koncentracije H iona, konstantna je i
koncentracija elementarnog vodika i potencijal elektrode. Standardni redukcijski potencijal

(E°) SVE iznosi 0,000 V [19].

2H*(aq) +2e~ = H,(g) (6)
Hs, 101 325 Pa
.‘-—.
e
|
ﬂ o

HCI, 1 mol dm™

Slika 11. Standardna vodikova elektroda [22].
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2.2.4. Indikatorske elektrode

Kao $to je ranije reCeno, potencijal indikatorskih elektroda ovisi o aktivitetu iona
analita u otopini. Indikatorske elektrode dijele se na kovinske i selektivne (membranske)

elektrode. Potencijal indikatorske elektrode je dan Nernstovom jednadzbom (7) [19]:

.. R-T ay
E=E+ZFln— (7)

am

gdje je: E — elektrodni potencijal [V], E* — standardni elektrodni potencijal [V], R — opéa
plinska konstanta, 8,314 [J/Kmol], 7 — termodinamicka temperatura [K], z — naboj iona, F' —
Faradayeva konstanta, 96 500 C/mol, avw - aktivitet iona analita u vodenoj otopini (w) [mol/L],

am— aktivitet iona u membranskoj fazi [mol/L].

2.2.4.1. Kovinske elektrode

Potencijal kovinskih elektroda je posljedica odvijanja redoks reakcije na povrSini

elektrode. Kovinske elektrode se mogu podijeliti na:

1) elektrode prvog reda
2) elektrode drugog reda

3) inertne redoks elektrode.

Kovinske elektrode prvog reda su elektrode izradene od 100 % ¢istog metala uronjene
u otopinu tog istog metala. Na povrsini elektrode se javlja ravnoteza izmedu elektrode i
otopine kationa metala S$to je i1 prikazano jednadzbom (8). Budu¢i da je aktivitet Cistih metala
jednak jedan, na potencijal elektrode utjece samo aktivitet otopine kationa metala. U kovinske
elektrode prvog reda se ubrajaju elektrode zive, zlata, srebra, cinka, indija, kadmija i bakra

[20].

M?*(aq) + 2 e~ = M(s) (8)
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Kovinske elektrode prvog reda se rijetko koriste u potenciometrijskim mjerenjima
zbog lose selektivnosti 1 odziva. Elektrode ¢esto znaju biti selektivne za vise od jednog metala
pa je tako bakrova elektroda selektivnija za Ag® ion nego za Cu' ion. Takoder, mnoge
elektrode su nestabilne u kiselom mediju i mogu se samo koristiti u neutralnom ili blago
luZznatom mediju. Tre¢i nedostatak je podloznost nekih metala oksidaciji. U tom slucaju je

potrebno ukloniti kisik iz otopine kako bi se mogao izmjeriti potencijal [20].

Kovinske elektrode drugog reda se koriste za detekciju aniona kao $to su bromidni,
jodidni 1 kloridni, koji formiraju tesko topive taloge ili stabilne komplekse s kationima metala
od kojih su elektrode izradene. Mogu se koristiti kao potenciometrijski senzori ili u taloznoj
potenciometriji. Otopina mora biti zasi¢ena samo na povrsini elektrode, a ne cijela kao $to je
slucaj kod ostalih elektroda. U ovaj tip elektroda se ubrajaju kalomelova elektroda i elektroda

srebro/srebrov klorid [20].

Trec¢i tip kovinskih elektroda su inertne redoks elektrode. Kod ovih elektroda kao
nosac elektrona drugog redoks sustava sluzi metal od kojeg je izradena elektroda. Najcesée su

to platina, paladij, ugljik i zlato.

2.2.4.2. Ion-selektivne elektrode

Ion-selektivne elektrode (ISE) su najéeSée primijenjeni potenciometrijski senzori.
Senzor je uredaj koji sluzi za detekciju 1 kvantifikaciju odredenog svojstva tvari kao Sto je
masa, aktivitet ili koncentracija. Kod potenciometrijskih senzora, ulazni signal je aktivitet
analita, a izlazna veli¢ina napon. Oni selektivno odreduju analit u prisutnosti interferenata.
Ukoliko je senzor kvalitetan, njegov potencijal ovisi o aktivitetu samo jedne kemijske vrste.
Dio ISE koji je zaduZen za selektivno odredivanje analita je membrana. Tri najvaznija tipa ISE

su staklena elektroda, ISE s ¢vrstom membranom i ISE s teku¢om membranom [20].

Staklena elektroda je prva indikatorska elektroda koja je razvijena 1906. godine.
Zapazeno je da je moguce mjeriti pH na tankoj staklenoj membrani koja razdvaja dvije

otopine razli¢itih koncentracija vodikovih iona. S vremenom su razvijene posebne vrste stakla
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koje imaju dobru selektivnost prema vodikovim ionima. No, sam potencijal staklene elektrode
nije mogao biti mjerljiv pa su razvijeni uredaji za mjerenje potencijala elektrode koji se
nazivaju pH-metri. Staklena elektroda se moze koristiti za mjerenje aktiviteta vecine
jednovalentnih kationa. Naj¢eS¢e se koristi u kombinaciji s kalomelovom elektrodom (slika
12). Vrsta stakla koje se najcesce koristi za izradu staklene elektrode je Corning 015 te se

sastoji od 72 % SiOa, 22 % Na,O i 6 % CaO [19].

kalomelova ‘ staklena
elektroda U ~elektroda

otopina staklena

membrana

zasi¢en s AgCl

mjerenje
pH

Slika 12. Kombinacija staklene i kalomelove elektrode [19].

ISE s ¢vrstom membranom sadrze membranu od slabo topljive soli iona analita. Prva
ISE s ¢vrstom membranom koja je izradena je sadrzavala rastaljeni AgCl. Sastoje se od smjese
vise kristalnih tvari od kojih je samo jedna kemijska vrsta elektrokemijski aktivna. Ovakve
elektrode mogu se pripremit da budu selektivne na sljedeée ione: CN", SCN, %, F-, CI',Br, I,
Cu®*, Cd*", Ag" i Pb*". Danas se za izradu &vrste membrane najéesce koriste AgBr, PbS, CuS,
Ag:S, AgSCN, CdS i sli¢ne netopive soli gore navedenih iona. Cvrsta membrana se izraduje u
obliku monokristalne ili polikristalne preSane plocice. Membranska ploc¢ica se ugraduje u
plasticni (PVC) ili stakleni nosa¢. Kontakt izmedu otopine elektrolita i unutrasSnje strane

membrane se ostvaruje uranjanjem referentne elektrode [20].
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ISE s tekuéom membranom (slika 13) u membrani sadrze aktivhu komponentu
otopljenu u hidrofobnom otapalu. Razlika potencijala se javlja na povrSini membrane i
otopine. Aktivna tvar je glavni sastojak membrane, a moze biti ionski spoj ili neutralna
makromolekula koja tvori komplekse samo s to€no odredenim ionom. Zbog toga je prijelaz
izmedu faza omogucéen samo onim ionima koji tvore komplekse s aktivnom tvari. Aktivna
tvari se jo§ naziva 1 ionofor te je njegov udio oko 1 %. Mehanic¢ku stabilnost membrane
osigurava inertni polimerni matriks. Naj¢esc¢e se koristi poli(vinil klorid) (PVC) te ¢ini oko 30
% membrane. Membrana sadrzi i plastifikator koji povecava pokretljivost aktivne tvari te
dielektrinost i elasti¢nost gela. Od ostalih pomo¢nih sastojaka, naj¢esce se koriste hidrofobni
modifikatori viskoznosti kao §to je polisiloksan koji moze povecati hidrofobnost i na taj nacin
smanjuje prijelaz iona izmedu dvije faze. Ukoliko sadrze pozitivno nabijenu aktivnu tvar,
osjetljive su na promjenu aktiviteta aniona, a ako sadrZze negativno nabijenu aktivnu tvar,
osjetljive su na promjenu aktiviteta kationa. Elektroda se izraduje na nacin da se sastojci
membrane pomijesaju i izliju na podlogu. Nakon S§to iz membrane ispariotapalo, pricvrsti se
se na kraj cijevastog plasticnog nosaca. Na kraju se u cijev unutar elektrode ulije elektrolit

[20].

Prilikom razvoja ISE, bitan dio je odabir plastifikatora koji utjece na kvalitetu
membrane 1 ¢ini PVC fleksibilnijim. Zbog svoje lipofilnosti odreduje ionsku izmjenu preko
membrane, topljivost ionofora, otpornost membrane i analiticki signal. Lipofilna svojstva
plastifikatora trebala bi biti slicna onima ionofora koji se koristi unutar matrice senzorske
membrane. Uobicajeni maseni omjer PVC-a 1 plastifikatora je 1:2, uz koristenje 1 % ionofora.
Svojstva koja bi plastifikator trebao imati su netopljivost u vodi, sprjecavanje istjecanja
ionofora u analit, inertnost na ionsku izmjenu, povecanje stabilnosti na niskim temperaturama,
mehanicka otpornost te otpornost na oksidaciju i kristalizaciju. Kao plastifikatori se koriste
razni organski spojevi, a najcesce su to aromatski esteri (ftalati). Plastifikator utjeCe na vazna

svojstva ISE kao S§to su selektivnost i vijek trajanja [23].

S obzirom na navedeno, optimiranjem sastava membrane ISE, a prvenstveno
senzorskog materijala (aktivne tvari) i1 plastifikatora, mogu¢e je razviti ISE s boljim
analitickim svojstvima, kao $to su Sire mjerno podrucje, niza granica detekcije, kra¢e vrijeme

odziva, bolja selektivnost i ve¢a tocnost.
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Slika 13. Ionsko-selektivna elektroda s teku¢om membranom, 1 - tijelo elektrode,
2 — Ag| AgCl zZica, 3 - tijelo unutarnje referentne elektrode, 4a - PVC
membrana, 5 — nosa¢ membrane (brtva), 6 - unutarnji elektrolit, 7 - ¢eli¢ni

oklop, 8 — spoj s referentnom elektrodom, 9 — konektor [24].

2.2.5. Osobine potenciometrijskih senzora

Neke od prednosti potenciometrijskih senzora su moguénost minijaturizacije, rad u
Sirokom mjernom podrucju, kompaktnost, dobro ponaSanje u otopinama elektrolita, okolisna
prihvatljivost i usteda energije. Neka od njihovih vaznijih svojstava su selektivnost, to¢nost,
preciznost, mjerno podrucje, osjetljivost, granica detekcije, granica kvantifikacije, vrijeme
odziva 1 radni vijek. Na rad potenciometrijskih senzora utjece 1 otopina u kojoj su uronjeni pa

samim time i pH, temperatura te ionska jakost [25].

Selektivnost se smatra jednim od najvaznijih svojstava senzora jer odreduje moze li
senzor odredivati analit u prisutnosti interferenata. Dio senzora koji je odgovoran za
selektivnost je element za prepoznavanje (receptor). Kod ISE je to ionofor u membrani. Kako
bi membrana bila selektivna na analit, ionofor membrane se mora vezati na to¢no odredenu

aktivnu vrstu. Membrana ISE je osjetljiva na odredeni analit i izaziva promjenu potencijala
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indikatorske elektrode u odnosu na referentnu elektrodu. Promjena potencijala je

proporcionalna logaritmu aktiviteta analita koji se odreduje [25].

TocCnost je mjera odstupanja eksperimentalno dobivenih rezultata od teorijskih
vrijednosti. Pokazuje slaganje izmedu prihvacene (teorijske) 1 izmjerene vrijednosti. Tocnost
se izrazava kao pogreSka koja mora biti unutar +5 % te kao iskoriStenje [25]. Tocnost se

racuna pomocu jednadzbe (9):

izmjerena vrijednost — teorijska vrijednost

0 tke =
%o pogreske teorijska vrijednost ©)
dok se iskoriStenje ra¢una pomocu jednadzbe (10):
. o izmjerena vrijednost
% iskoriStenja = -100 (10).

teorijska vrijednost

Preciznost se definira kao slaganje rezultata iz serije ponovljenih mjerenja koja su
provedena na istom uzorku i pri istim uvjetima. Uzima u obzir slu¢ajne pogreske koje moraju
biti ispod odredene razine. Ovisi o vrsti analize, koncentraciji analita 1 otopini uzorka. Iskazuje
se kao ponovljivost (preciznost pri istim uvjetima), medupreciznost (preciznost pri razlicitim
uvjetima, ali na istoj lokaciji) i obnovljivost (preciznost pri razli¢itim uvjetima i lokacijama)

[25]. Preciznost se matematicki izrazava kao:

- standardna devijacija (s) — mjera rasprSenja podataka, racuna se pomocu jednadzbe

(11):

Z?=1(xi - X)
n—1 (11)

gdje je n broj mjerenja, x; podatak mjerenja i X srednja vrijednost

- relativna standardna devijacija (RSD) — omjer standardne devijacije (s) i srednje

vrijednosti (X), racuna se pomocu jednadzbe (12):

RSD = (12)

Rl w
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- koeficijent varijacije (CV) — vrijednost RSD-e u postotku, racuna se pomocu

jednadzbe (13):
CV = RSD -100 (13).

Mjerno podrucje je podrucje unutar kojeg je promjena signala senzora u ovisnosti o
odredenom svojstvu analita (koncentracija ili aktivitet) linearna. IzraZzava se kao interval
izmedu minimalne i maksimalne vrijednosti svojstva analita unutar kojeg se analit moze

odrediti s odredenom tocnosc¢u 1 preciznoscu [25].

Osjetljivost je mjera promjene signala po jedinici promjene koncentracije analita. Na
osjetljivost utjeCu receptor i pretvornik senzora. Povecava se uvodenjem dodatnih stupnjeva

pojacavanja signala [25].

Granica detekcije (eng. limit of detection, LOD) oznaCava najmanji iznos analita koji
se moze pouzdano myjeriti. Razlikuju se donja 1 gornja granica detekcije. Donja granica
detekcije oznaCava najmanju koncentraciju analita koja se moze detektirati, ali ne 1

kvantitativno odrediti. Ra¢una se pomocu jednadzbe (14) [25]:

3.3 s

LOD = (14)

gdje je: s standardna devijacija, a nagib kalibracijskog pravca.

Granica kvantifikacije (eng. [limit of quantification, LOQ) oznacava najmanju
koncentraciju analita koja se moze odrediti s prihvatljivom razinom to¢nosti i preciznosti.

Racuna se pomocu jednadzbe (15) [25].

10 -s
a

LOQ = (15)

Vrijeme odziva je vrijeme potrebno da se postigne 95 % maksimalne vrijednosti
signala senzora u otopini nekog analita. Definira se kao vrijeme od kojeg je senzor uronjen u

otopinu analita do vremena kada je potencijal jednak konacnom [25].

Radni vijek se odreduje usporedbom signala na pocetku mjerenja i nakon odredenog

vremenskog perioda. Najcesce se definira kao vrijeme nakon kojeg se odziv senzora smanji za
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odredeni postotak. Ovisi o uvjetima mjerenja, vrsti analita i stabilnosti elementa za

prepoznavanje [25].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Reagensi i materijali

Za pripremu analita koriSteni su TBZ (Acros Organics, Belgija), klorovodi¢na kiselina

(HCI, ¢ = 1 mol/L) i destilirana voda.

Za pripremu tekuce membrane senzora koriSteni su ionski par TBZ-a i 5-sulfosalicilne
kiseline (SAL, Reanal, Madarska), sumporna kiselina (H>SO4, Kemika, Hrvatska),
tetrahidrofuran (THF, Fischer Scientific, Velika Britanija), PVC (Fluka, Svicarska), o-
nitrofenil oktil eter (o-NPOE, Fluka, Svicarska), bis(2-etil-heksil) sebakat (BEHS, Fluka,
Svicarska), dibutil ftalat (DBP, Fluka, gvicarska), 2-nitrofenil eter (NPPE, Fluka, gvicarska),
dibutil sebakat (DS, Fluka, Svicarska) i bis(2-etil-heksil) ftalat (DOP, Fluka, Svicarska).
Struktura SAL je prikazana na slici 14.

HO 0O

HO

)

Y%
// oH
0

Slika 14. Strukturna formula SAL [25].

Za regulaciju pH koriStene su otopine natrijevog hidroksida (NaOH, T.T.T., Hrvatska)
1 klorovodi¢ne kiseline (HCI, Carlo Erba, Italija).
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Za ispitivanje selektivnosti elektrode koriStene su otopine 9 interferenata koncentracije
1,0:102 mol/L: amonijev nitrat (NHsNOs, Kemika, Hrvatska), natrijev klorid (NaCl, Sigma-
Aldrich, SAD), kalcijev klorid (CaCl,, Kemika, Hrvatska), magnezijev klorid (MgCl,
Kemika, Hrvatska), L(+)-askorbinska kiselina (CsHsOs, GRAM-MOL, Hrvatska), bakrov
klorid (CuCl,, Merck, Njemacka), cinkov sulfat (ZnSOs, Kemika, Hrvatska), litijev klorid
(LiCl, Kemika, Hrvatska) i1 zeljezov (III) nitrat (Fe(NOs);, Kemika, Hrvatska) te otopine 2
interferenata koncentracije 2,5 - 10 mol/L: imazalil (C14H14CbN>O, Sigma Aldrich, SAD) i
2-fenil fenol (C12H9OH, Sigma Aldrich, SAD).

Kao realni uzorci su koristene kore narance i1 limuna porijeklom iz Spanjolske i kore

banane porijeklom iz Ekvadora. Uzorci su kupljeni u lokalnoj trgovini.

3.2. Priprema otopine tiabendazola

Odvagano je 0,20125 g TBZ-a (Mr = 201,25) i kvantitativno preneseno u odmjernu
tikvicu od 500 mL. U tikvicu je dodano 250 mL ultraCiste vode te je zatim postupno dodavano
800 puL HCI (¢ = 1,0 mol/L). Tikvica je nadopunjena gotovo do oznake i stavljena u
ultrazvuénu kupelj kako bi se otopio sav TBZ. Na kraju je odmjerna tikvica nadopunjena s
ultra¢istom vodom do oznake. Ovako pripremljena otopina TBZ-a (¢ = 2,0-10° mol/L)

koriStena je kao osnovna otopina te je kasnije razrjedivana po potrebi.

3.3. Priprema ionskog para TBZ-SAL

Za izradu ionskog para TBZ-SAL prvo je pripremljena vodena suspenzija TBZ-a.
Tijekom snaznog mijesSanja, koncentrirana H2SO4 je dodavana u otopinu sve dok nije nastala
homogena otopina kao posljedica potpunog protoniranja TBZ-a. Zatim je pripremljena
koncentrirana vodena otopina SAL koja je dodana u otopinu TBZ-a. Time je nastao teSko
topljivi talog bijele boje (TBZ kation i 5-sulfosalicilatni anion). Suvisak H>SO4 1 SAL je
uklonjen ispiranjem deioniziranom vodom i filtracijom preko filter papira. Na kraju, talog je

pokriven satnim staklom i osusen na sobnoj temperaturi.
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3.4. Priprema i kondicioniranje senzora

Za pripremu tekuce membrane senzora koriSteni su sljede¢i reagensi: TBZ-SAL
(0,00184 g, 1 % w/w; 0,005442 g, 3 % ili 0,00907 g, 5 %), PVC (0,05986 g, 33,0 % w/w;
0,05859 g, 32,3 % ili 0,05750 g, 31,7 %), plastifikator (o-NPOE (115 pL, 66,0 % w/w), BEHS
(131 uL, 66,0 % w/w), DBP (115 pL, 66,0 % w/w), NPPE (97 uL, 66,0 % w/w), DS (128 puL,
66,0 % w/w; 125 uL, 64,6 % w/w; 123 uL, 63,3 % w/w) 1 DOP (122 uL, 66,0 % w/w)).
Reagensi su otopljeni u 2 mL THF-a uz koristenje ultrazvu¢ne kupelji. Membranska smjesa
izlivena je u stakleni prsten promjera 24 mm, pri¢vrs¢en na staklenu plocu. Nakon isparavanja
otapala (priblizno 24 sata), izrezani su membranski diskovi promjera 7 mm i ugradeni u tijelo
Philipsove elektrode 1S-561 (Glasblaeserei Moeller, Ziirich, Svicarska). Svaki put prije
mjerenja, provedeno je kondicioniranje senzora u otopini TBZ-a (¢ = 1,0-10* mol/L) dva puta

po 15 minuta.

3.5. Aparatura

Za pripremu membrane senzora koriStena je ultrazvucna kupelj (BADELIN RK-100,
Njemacka). Za izvodenje potenciometrijskih mjerenja koriSten je automatski univerzalni
titrator (794 Basic Titrino) uz pripadaju¢u izmjenjivu jedinicu za doziranje (806 Exchange
unit) i magnetsku mijesalicu (728 Titration Stirrer). Uredaj je kontroliran programom vlastite
izrade. Sva aparatura koriStena za potenciometrijska mjerenja je proizvodnje Metrohm,

Svicarska (slika 15).
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Slika 15. Sustav za potenciometrijska mjerenja.

3.6. Postupak mjerenja

TBZ-SAL senzor je koristen kao indikatorska elektroda s otopinom natrijevog klorida
(NaCl, ¢ = 3 mol/L) kao unutra$njim elektrolitom. Ag/AgCl elektroda (Metrohm, Svicarska) je
koriStena kao referentna elektroda s otopinom kalijevog klorida (KCl, ¢ = 3 mol/L) kao
unutras$njim elektrolitom. Izmedu mjerenja, elektroda je ¢uvana u destiliranoj vodi. Mjerenja
su provedena na sobnoj temperaturi, uz mijeSanje magnetskom mijesalicom, pri pH vrijednosti
od 2,6 1 bez podesavanja ionske jakosti. Za mjerenje odzivnih karakteristika senzora, volumen
otopine je bio 20 mL, a za analizu realnih uzoraka 15 mL. Odzivne karakteristike su ispitane
dodavanjem otopina TBZ-a dviju koncentracija (¢ = 2-102 i 5-10° mol/L) u ¢asu s
destiliranom vodom pomocu programa vlastite izrade. Svaki dan prije pocetka mjerenja,
senzor je kondicioniran u otopini TBZ-a (¢ = 1:10™* mol/L) i kalibriran kako bi se provjerilo
njegovo stanje. Kako bi se ispitao utjecaj interferenata na odzivne karakteristike senzora,

pripremljeno je 9 interferenata (¢ = 1,0-10 mol/L), dok su imazalil i 2-fenilfenol pripremljeni
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u nizoj koncentraciji (¢ = 2,5-10* mol/L). KoriStena je metoda stalne koncentracije
interferenta pri ¢emu je odziv senzora na TBZ ispitan u 20 mL otopine svakog interferenta

koriste¢i program vlastite izrade i otopinu TBZ-a koncentracije 210~ mol/L.

Pri ispitivanju dinamickog odziva senzora koriStene su otopine TBZ-a dviju

koncentracija (c =2,0:1021 5,010 mol/L).

Kako bi se odredio utjecaj pH na odziv senzora, pH otopine TBZ-a (¢ = 2,010
mol/L) je podesen koriste¢i NaOH i HCI (¢ = 1,0 1,0-107" i 1,0-10"2 mol/L) u rasponu pH od 2
do 8.

Mjerenja u realnim sustavima su provedena koriste¢i kore banane, narance i limuna (m
=100 g). Kore su usitnjene u ¢asi i dodana je destilirana voda (¥ = 155, 151 1 300 mL). Zatim
je podeSen pH 1 otopine su ostavljene stajati 24 h nakon Cega su otfiltrirane preko gaze.
Mjerenja su se zatim provodila metodom standardnih dodataka dodavanjem otopine TBZ-a

poznate koncentracije (¢ = 2,0-10 mol/L).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Optimizacija membrane

Senzor za odredivanje TBZ-a je pripremljen koriste¢i ionski par TBZ-a i SAL dobiven

prema jednadzbi (16):
TBZ* + SAL™ 2 TBZ — SAL (16).
Izraz za konstantu produkta topljivosti (Ky,) TBZ-SAL ionskog para je prikazan
jednadzbom (17):
Ksp = arpz+ * asaL- (17)
gdje je argz+aktivitet kationa TBZ-a, dok je agay - aktivitet aniona SAL.

Zbog svoje topljivosti u organskim otapalima i netopljivosti u vodi, TBZ-SAL se moze
koristiti kao senzorski materijal u TBZ-selektivnim senzorima koji daju odziv na TBZ prema

Nernstovoj jednadzbi prikazanoj jednadzbom (18):
E = EO + S : lOgaTBz+ (1)

gdje je: S — nagib kalibracijskog pravca, koji za TBZ kation iznosti 59,2 mV po dekadi
aktiviteta pri 25 °C. Ovakav senzor moze se koristiti za odredivanje TBZ-a direktnom

potenciometrijom.

4.1.1. Odabir plastifikatora

Ispitan je utjecaj Sest plastifikatora (o-NPOE, BEHS, DBP, NPPE, DS i DOP) na
odzivne karakteristike TBZ-SAL senzora. Pri ovom istrazivanju, maseni omjer PVC-a i
plastifikatora je bio 1:2 uz 1 % senzorskog materijala. Odzivne karakteristike senzora na TBZ

u vodi ispitane su u rasponu koncentracija od 2,5:10% mol/L do 1,0:10 mol/L. Odzivne
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karakteristike Sest TBZ-SAL senzora s razlicitim plastifikatorima na TBZ su prikazane na slici
16. Rezultati statisticke obrade podataka dobiveni koriStenjem linearne regresijske analize
prikazani su u tablici 1. Iz podataka je vidljivo da su senzori sa svim plastifikatorima osim s
DS-om imali sub-Nernstovski odziv na TBZ. Najmanji nagib je pokazao senzor s NPPE kao
plastifikatorom (32,5 mV po dekadi aktiviteta), dok je senzor s DS-om kao plastifikatorom
pokazao nagib najblizi Nernstovskom (62,2 mV po dekadi aktiviteta). Mjerno podrucje za sve
senzore je bilo jednako (1,2:10°-1,0-10 mol/L) osim za senzor s DS-om kao plastifikatorom
(8,6:107-1,0-10" mol/L). Najnize granice detekcije izmjerene su koriste¢i senzore s BEHS-
om (1,3:107 mol/L) i DBP-om (2,5:10”7 mol/L), ali njihove vrijednosti nagiba kalibracijskog
pravca bile su sub-Nernstovske. NPPE je dao najlosije, dok je DS dao najbolje rezultate Sto je
vidljivo iz vrijednosti nagiba i korelacijskog koeficijenta. Budu¢i da je senzor s DS-om kao

plastifikatorom pokazao najbolje rezultate, DS je odabran za daljnja mjerenja.

N ,o-NPOE
o
°
¢’ DS
100 mV o’
°
°
°
.. DBP
v .°
... .g BEHS
o
o°. o*
®
> o E DOP
£ o oocomesee®® o
= o
4 NPPE
..o ..,
© o?
.o° ..o'
® °
LA 0'..
o0® o®
o o9 e®
° o comesecoe®?

log a (THIA)

Slika 16. Odzivne karakteristike TBZ-SAL senzora s razli¢itim plastifikatorima prema TBZ-u.
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Tablica 1. Statistika odzivnih karakteristika TBZ-SAL senzora s razli¢itim plastifikatorima

prema TBZ-u?.

Nagib Korelacijski | Granica
. [mV/ Standardna o . Radno podrudje

Plastifikator » koeficijent | detekcije

dekada pogreska RY] [mol/L| [mol/L]
aktiviteta]

o-NPOE 55,0+0.8 1,6 0,9990 6,2:107 | 1,2:10°-1,0-107
BEHS 50,5+ 1.1 2,2 0,9978 1,3-107 [ 1,2:10°-1,0-102
DBP 51,6 £0.8 1,7 0,9986 2,5:107 [ 1,2:10°-1,0-103
NPPE 325+ 1.0 2,0 0,9956 6,2:107 | 1,2:10°-1,0-107
DS 62,2+0.9 1,7 0,9990 3,2:107 | 8,6:107 —1,0-107
DOP 44,1 + 0.6 1,3 0,9989 8,6:107 |1,2:106-1,0-107

a) prosjek 5 mjerenja =+ interval pouzdanosti (p = 0.95)

4.1.2. Optimizacija senzorskog materijala

Kako bi se ispitao utjecaj udjela senzorskog materijala u membrani na odziv senzora
na TBZ, usporedene su odzivne karakteristike triju senzora s razli¢itim postotkom senzorskog
materijala (1 %, 3 % 1 5 %). Maseni omjer PVC-a 1 plastifikatora je u sva tri senzora bio isti

(1:2). Sastav membrana je prikazan u tablici 2.

Tablica 2. Sastav PVC-membrana u tri TBZ-SAL senzora.

Senzorski materijal (TBZ-SAL) | Plastifikator (DS) PVC
Membrana
[Yo] [%e] [Yo]
1 1 33,0 66,0
2 3 32,3 64,6
3 5 31,7 63,3

Odzivne karakteristike TBZ-SAL senzora s razli¢itim postotkom senzorskog materijala
su prikazane na slici 17. Rezultati statistiCke obrade su prikazani u tablici 3. Na temelju

rezultata, vidljivo je da je najbolje odzivne karakteristike i nagib najblizi Nernstovskom (62,2
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mV po dekadi aktiviteta) pokazala membrana 1 s 1 % senzorskog materijala. Senzor s tom
membranom imao je i najnizu granicu detekcije TBZ-a (3,2:107 mol/L). Senzori s veéim
udjelima senzorskog materijala pokazali su sub-Nernstovski odziv i viSu granicu detekcije.
Budu¢i da je membrana 1 s 1 % senzorskog materijala dala najbolje rezultate, odabrana je za

daljnja mjerenja.

.’ 1%
100 mV .0
°
.. 3%
°
°
°
5%
o’ .o'
® °
L °®
® °
°
3 o
X ° ®
° °
o o®
o o
enoee®? o*
o o0 o
°
g
° oooﬂ“"..

-8 -7 -6 -5 -4 -3
log a(THIA)

Slika 17. Odzivne karakteristike TBZ-SAL senzora s razli¢itim postotkom senzorskog

materijala prema TBZ-u.
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Tablica 3. Statistika odzivnih karakteristika TBZ-SAL senzora s razliitim postotkom

senzorskog materijala prema TBZ-u?.

Postotak Nagib o 1. .
Korelacijski [ Granica e
senzorskog [mV / Standardna . . Radno podrucje
. » koeficijent | detekcije
materijala dekada pogreska [R?] [mol/L] [mol/L]
[%o] aktiviteta]
1 62,2+0.9 1,7 0,9990 3,2:107 | 8,6:107 —1,0-1073
3 53,5+0,5 1,2 0,9994 6,2:107 | 8,6:107-1,0-103
5 51,104 0,8 0,9997 6,2:107 | 8,6:107 —1,0-107

a) prosjek 5 mjerenja + interval pouzdanosti (p = 0.95)

4.2. Dinamicki odziv

Za ispitivanje dinamickog odziva TBZ-SAL senzora prema TBZ-u u vodi, koristene su
dvije razli¢ite koncentracije TBZ-a (¢ = 2,0-10” mol/L i 5,0-10* mol/L). Dinamicki odziv je
ispitan u koncentracijskom podru¢ju od 5-107 mol/L do 1-10* mol/L. Potencijal se mjerio u
50 mL ultraciste vode i svakih 30 s se dodavao odredeni volumen otopine TBZ-a kako bi se
postigle Zeljene koncentracije. Volumeni i koncentracije dodavanog TBZ-a i koncentracije
TBZ-a u otopini nakon dodatka su prikazani u tablici 4. Rezultati mjerenja su prikazani na
slici 18. Iz slike je vidljivo da je prosje¢no vrijeme odziva TBZ-SAL senzora bilo oko 8

sekundi Sto upucuje na brz odziv senzora prema TBZ-u.
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Tablica 4. Volumeni (V) i koncentracije (ca) dodavanog TBZ-a i koncentracije TBZ-a nakon

dodatka (cB) pri odredivanju dinamickog odziva TBZ-SAL senzora.

TBZ
c4 (mol/L) V (mL) cg (mol/L)
5,0-10" 0,050 5,0-107
5,0-10 0,050 1,0-10°
2,0-10° 0,100 5,0-10°
2,0-107 0,126 1,0-10°
2,0-10° 1,032 5,0-10°
2,0-10% 1,352 1,0-10%

7
o

-

o

E/mV

Slika 18. Dinamicki odziv TBZ-SAL senzora prema TBZ-u.
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4.3. Tijek signala i vijek trajanja senzora

Tijek signala predstavlja promjenu potencijala senzora u vremenu koja ovisi o
temperaturi, stabilnosti uredaja i drugim faktorima. Mjeren je u otopini TBZ-a (¢ = 2,0-107
mol/L) pri 25 °C metodom linearne regresije. Pomoc¢u nje je izracunat nagib pravca koji je
jednak iznosu tijeka signala. Za TBZ-SAL senzor, tijek signala je definiran jednadzbom (19) i

iznosio je 3,5 mV/sat.
E = 0,00204 -t- 113,39 (19)

Vijek trajanja senzora predstavlja vremenski period u kojem se senzor moze koristiti
bez znacajnih promjena u odzivnim karakteristikama. Za TBZ-SAL senzor, vijek trajanja je

otprilike mjesec dana uz svakodnevna mjerenja.

4.4. Utjecaj pH

Utjecaj pH na odziv TBZ-SAL senzora je istrazen u otopini TBZ-a (¢ = 2-107 mol/L)
u rasponu pH od 2 do 8. Rezultati ovog mjerenja prikazani su na slici 19. 1z slike je vidljivo da
je potencijal bio stabilan u pH rasponu od 2 do 4. Pri ve¢im vrijednostima pH, zapazen je
drastican pad potencijala. Zbog ovih rezultata, sva mjerenja su provedena pri pH 2,6 koji se

pokazao optimalnim za otapanje TBZ-a u vodi.
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Slika 19. Utjecaj pH vrijednosti na odziv TBZ-SAL senzora u otopini TBZ-a (¢ =2-107
mol/L).

4.5. Selektivnost

Potenciometrijski koeficijenti selektivnosti su odredeni metodom stalne koncentracije
interferenata. Potencijal je mjeren u otopini sa stalnim aktivitetom interferenta (¢ = 1,0-107
mol/L ili 2,5:10* mol/L) i u promjenjivom koncentracijskom podru¢ju TBZ-a od 1,0-10°¢
mol/L do 1,0-107 mol/L ili od 2,5-10® mol/L do 2,510 mol/L. Koeficijenti selektivnosti su
odredeni prilagodavanjem Nikolskii-Eisenmanove jednadzbe (20) kako bi ona odgovarala

eksperimentalno dobivenim podacima:
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2,303RT B=1 24
E=E%+ 710g [aA + ZN Kzgt agB] (20)
a

gdje je: K}f’ gt koeficijent potenciometrijske selektivnosti, a4 1 ag su aktiviteti 1 z4 1 zg su

naboji analita A 1 interferenta B.

Potenciometrijski koeficijenti selektivnosti pokazuju koliko puta aktivitet interferenta
moze biti veci od aktiviteta TBZ-a, a da nema utjecaja na potencijal senzora. Koeficijenti su
odredeni koriStenjem programa Solver u Microsoft Excelu. Rezultati su prikazani u tablici 5 1
pokazuju dobru selektivnost senzora prema TBZ-u. Kao moguéi interferenti pokazali su se

imazalil 1 2-fenilfenol S§to je i ocekivano s obzirom da su i oni antifungicidi.

Tablica 5. Potenciometrijski koeficijenti selektivnosti TBZ-SAL senzora

Interferent K Z‘n Interferent K Z.Ot
Amonij 2,14-10* Cink 8,12:107
Natrij 1,19-10* Litij 1,87-10%
Kalcij 1,41-10° Zeljezo (I1I) 2,77-10*

Magnezij 3,31-10° Imazalil 1,51-10!

Askorbinska kiselina 3,77-10 2-fenilfenol 2,16-102
Bakar 1,23-10°°

4.6. Odredivanje tiabendazola u Cistim i realnim sustavima

Primjenjivost novog TBZ-SAL senzora za odredivanje TBZ-a ispitana je u Cistim i
realnim sustavima. Pri ispitivanju &istih sustava, koristeno je pet otopina TBZ-a (c = 3,0-10,
1,0-:10%, 3,5-10, 1,010 i 3,0-10°° mol/L), dok je pri ispitivanju realnih sustava koristeno
voc¢e (limun, naranca i banana) kupljeno u lokalnoj trgovini. Kako bi se pripremile otopine,
100 g usitnjene kore stavljeno je u ¢asu i preliveno destiliranom vodom, pH je podeSen na 2,6,

a nakon 24 sata uzorci su filtrirani i provedena su mjerenja.

Cisti sustavi analizirani su direktnom potenciometrijom i Granovom metodom kako bi

se provjerila to¢nost odredivanja TBZ-a koriste¢i TBZ-SAL senzor. U mjerenjima direktnom
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potenciometrijom, potencijal je mjeren u otopini TBZ-a. Koncentracija TBZ-a je izraunata iz
jednadzbe kalibracijskog pravca koji prikazuje ovisnost potencijala o logaritmu aktiviteta
TBZ-a. Za Granovu metodu, kao proSirenje metode standardnog dodatka, 13 standardnih
dodataka otopine TBZ-a (¢ = 2,0-107 mol/L) dodano je u svaku otopinu i izmjereni su

potencijali. Potencijal TBZ-a se moze izraCunati iz jednadzbe (21):
E=k+S-logc (21)
gdje je: k — konstanta i ¢ — koncentracija TBZ-a.

Preuredenjem jednadzbe (21) dobije se jednadzba (22):

T
L
—_
Gl

2)

a
Il
—_
S
©n
Il

UJIP:‘|

10

Koncentracija TBZ-a nakon svakog dodatka standarda se moze izraCunati pomocu

jednadzbe (23):

_CXV0+C5V5 (3)
Vo + Vs

gdje je: cy - koncentracija TBZ-a prije dodatka standarda, V, - volumen otopine prije dodatka

standarda, cg koncentracija standardne otopine i V; volumen dodanog standarda.
Izjednacavanjem jednadzbi (22) i (23) dobije se jednadzba (24):

_CXV0+CSVS_ E-k

= = 10 s 4).

Preuredivanjem jednadzbe (24), dobije se jednadzba (25):

E k k
105(V, + V,) = 10ScyV, + 105c,V, (5).

Kada se odziv senzora sa standardnim dodatkom podijeli s odzivom bez standardnog
dodatka dobije se jednadZzba (26), a preuredivanjem te jednadzbe dobije se kona¢na jednadzba

(27):
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1075 (p+V6) _ exlo+ el

— (6)
Eq—k
1005 -V, cxVo
E1—-Ep 1
1005 (, + V) =Vo+C—CsVs (7).
X

E1-E
Ovisnost 10 s O(VO + V) prema cV; rezultira linearnim pravcem kojem je odsjecak
na x-osi jednak negativnoj vrijednosti koncentracije TBZ-a u uzorku prije dodatka standarda.

Odsjecak na x-osi se ra¢una prema jednadzbi (28):

k
b 105cyV,

X —odsjeCak = —— = —# = —cxV) (28).
m 105

Koncentracija TBZ-a u originalnoj nepoznatoj otopini (C) moZe se odrediti dijeljenjem

s nepoznatom otopinom uzorka (), to je prikazano jednadzbom (29):

c=22 (29).

Uzimaju¢i u obzir volumen uzorka, lako se moZe izracunati koncentracija TBZ-a u
uzorcima. Usporedba rezultata odredivanja TBZ-a u cistim sustavima (otopine TBZ-a
poznatih koncentracija) pomo¢u TBZ-SAL senzora, dobivenih direktnom potenciometrijom i
Granovom metodom prikazana je u tablici 6. S obzirom na nisku koncentraciju TBZ-a u
uzorcima i ¢injenicu da je direktna potenciometrija poznata kao metoda na koju lako utjecu
razli¢iti ¢imbenici, rezultati dobiveni primjenom obje metode su prihvatljivi. Medutim, nesto
bolji rezultati dobiveni su Granovom metodom, $to je bilo i ocekivano s obzirom da se
Granova metoda temelji na metodi standardnog dodatka. U otopinama s nizim
koncentracijama TBZ-a doslo je do vecih odstupanja u to¢nosti Sto je takoder bilo oc¢ekivano.
Na temelju dobivenih rezultata, Granova metoda je odabrana za odredivanje TBZ-a u realnim

uzorcima (kore voca).
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Tablica 6. Rezultati odredivanja TBZ-a u Cistim sustavima dobiveni direktnom

potenciometrijom i Granovom metodom koristenjem TBZ-SAL senzora®.

Dodan TBZ Odreden TBZ [mol/L] Tocnost [%]
[mol/L] Direktna Direktna Granova
. .. | Granova metoda . .
potenciometrija potenciometrija metoda
3,00-10* 3,39-10* 3,26-10 113,0 108,7
1,00-10* 1,15-10* 1,05-10* 115,0 105,0
3,50-107° 3,81-107 3,54:107° 108,9 101,1
1,00-10°° 1,22:10°° 1,13-10°7 122,0 113,0
3,00-10° 2,34-10° 2,42-10° 78,0 80,7

a) prosjek 3 mjerenja

Nakon potvrde toc¢nosti TBZ-SAL senzora, koncentracija TBZ-a u kori limuna,
narance i banane odredena je gore opisanom Granovom metodom. Poznati dodatak TBZ-a (¢ =
2,0-10° mol/L) koristen je za utvrdivanje utjecaja moguéih interferenata iz matriksa i toénosti

odredivanja TBZ-a. Rezultati ovih mjerenja prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Rezultati odredivanja TBZ-a u realnim sustavima (kore voc¢a) dobiveni Granovom

metodom i koristenjem TBZ-SAL senzora?.

Uzorak Odreden TBZ | Odreden TBZ | Dodan TBZ | Odreden TBZ Tocnost
[mol/L] [mg/g kore] [mol] [mol] [Yo]
Naranca 2,69-10* 0,084 1,00-107 1,05-10° 105,3
Limun 1,29-10* 0,039 1,00-107 1,02:107 102,4
Banana 7,33-10° 0,044 1,00-10° 1,07-10°° 107,0

a) prosjek 3 mjerenja

Rezultati potvrduju tocno odredivanje TBZ-a u kompleksnom matriksu. Iako se TBZ
moze pronaci u realnim uzorcima u Sirokom rasponu koncentracija, dobivene koncentracije u
vo¢u kupljenom u lokalnim trgovinama pomocu TBZ-SAL senzora usporedive su s
rezultatima koje su dobili Blazheyevskiy i sur. (2016) [18]. Primjer kalibracijskog pravca

dobivenog odredivanjem TBZ-a u narancinoj kori Granovom metodom prikazan je na slici 20.
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] y =3.5354x + 14.33
R>=0.9991

(VO + Vs)
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Slika 20. Kalibracijski pravac dobiven odredivanjem TBZ-a u naranc¢inoj kori Granovom

metodom.
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5. ZAKLJUCAK

Pripremljeni su i usporedeni TBZ-SAL senzori sa Sest razlicitih plastifikatora i tri
razli¢ita udjela senzorskog materijala. Senzor s DS-om kao plastifikatorom i 1 % senzorskog
materijala je pokazao najbolje odzivne karakteristike i odabran je za daljnja ispitivanja. Imao je
mjerno podrudje u rasponu od 8.6-107-1,0-10" mol/L sa super-Nernstovskim nagibom (62,2 mV
po dekadi aktiviteta). Vrijeme odziva senzora je bilo 8 sekundi, mjerno pH podrucje je bilo od 2
do 4 te je pokazao dobru selektivnost prema TBZ-u. Kao jedini interferenti pokazali su se
imazalil 1 2-fenilfenol. Na temelju svih ovih parametara, TBZ-SAL senzor je koriSten za
odredivanje TBZ-a u realnim uzorcima (kore narance, limuna i banane). To¢nost senzora je
usporedena odredivanjem TBZ-a u Cistim otopinama koriStenjem direktne potenciometrije i
Granove metode. Budu¢i da su bolji rezultati dobiveni Granovom metodom, ona je odabrana za
odredivanje TBZ-a u realnim uzorcima. Tocnost odredivanja TBZ-a u uzorcima kore voca
dodatno je utvrdena metodom standardnog dodatka. Na temelju provedenih mjerenja, moze se
zakljuciti da se novorazvijeni potenciometrijski TBZ-SAL senzor moze uspjeSno Koristiti za

odredivanje TBZ-a u realnim uzorcima pomoc¢u Granove metode.
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