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Uvod

Elektrohemijski senzori detektuju razli£ite tipove jona. Oni se pronalaze u
oblastima od biohemije, klini£ke elektrohemije pa sve do analize hrane (Shanbhag
et al. (2023)). S obzirom na to da su u svim ovim granama elektrohemijski senzori
pokazali dobre osobine, nastala je potreba za razvojem elektrohemijskih senzora za
detekciju glukoze (Wang (2008)). Detekcija glukoze u krvi £oveka doprinosi lak²em
uvidu u treutno zdravstveno stanje £ovekovog organizma. Visokim sadrºajem glukoze
u krvi mogu biti prouzrokovane razli£ite bolesti i poreme¢aj rada pojedinih organa i
zbog toga je bitno imati urežaj pomo¢u kog ¢e se dobiti brz i pouzdan odgovor.

Elektrohemijski senzori za detekciju glukoze mogu biti enzimatski i neenzi-
matski (Park et al. (2006), Mohamad Nor et al. (2022), Hassan et al. (2021)). Enzi-
matski korsite kataliti£ke sposobnosti enzima kako bi se pobolj²ala hemijska reakcija.
U okviru ovog rada, prou£avani su enzimatski elektrohemijski senzori.

Prvo poglavlje (Elektrohemijski senzori) obuhvata teorijski uvid u elektro-
hemijske senzore. Navedeni su materijali zna£ajni za izradu senzora, osobine senzora,
mogu¢nost dodavanja razli£itih biolo²kih komponenti koje daju ²iroku primenu de-
tekcije, hemijska kinetika i elektrohemijske metode koje se koriste za detekciju jona
i provere koncentracije analita. U drugom poglavlju (Detekcija glukoze) je opisan
na£in detekcije glukoze kroz opis £etiri generacije senzora. Tre¢e pogalavlje (Metod
kona£nih elemenata) obuhvata �COMSOL� simulacije elektrohemijskog senzora. U
£etvrtom poglavlju (Eksperimentalni rezultati) je data eksperimentalna provera de-
tekcije glukoze pomo¢u vodonik-peroksida (H2O2) i kalijum-heksacijanoferata (K3-
[Fe(CN)6]). Dodatna obja²njenja postavke modela simulacije postavljena su u do-
datku.
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1 Elektrohemijski senzori

Elektrohemijski senzori za detekciju jona su urežaji koji koncentraciju jona
od interesa prevode u merljive elektri£ne signale (Simões and Xavier (2017)). Senzori
se dele na troelektrodne senzore i tranzistore sa efektom polja (engl.Field E�ect
Transistor -FET). Troelektrodni senzori poseduju tri elektrode: radnu, broja£ku i
referentnu (Slika 1). Radna elektroda je najvaºnija i ona je naj£e²¢e anoda, ²to
zna£i da se na njoj vr²i oksidacija. Katoda je broja£ka elektroda i ovo je velika,
nereaktivna povr²ina na kojoj je intenzitet struje jednak kao na anodi, ali suprotnog
smera i na njoj se dogaža redukcija. Referentna elektroda je bitna da bi se u odnosu
na nju posmatrao potencijal. ƒesto su kori²¢ene srebro-srebrohloridna (Ag/AgCl)
i vodoni£na elektroda koje nisu postavljene na £ip, nego se naknadno ubacuju u
rastvor. Kod FET senzora se na gejt postavljaju enzimi ili biolementi koji reaguju
na promene potencijala.

Slika 1.0.1: Troelektrodni senzor. Slika preuzeta iz rada Damiati and Schuster
(2020)

U zavisnosti od toga koja se promena �zi£ke veli£ine posmatra, postoje am-
perometrijski, voltametrijski, potenciometrijski i konduktometrijski senzori. Amper-
ometrijski senzori detektuju promenu struje u zavisnosti od promene koju je proizvela
elektrohemijska reakcija u rastvoru. Kod voltametrijskih senzora se meri struja do-
bijena elektrohemijskom reakcijom, a koja zavisi od primenjenog potencijala izmežu
radne i referentne elektrode. Potencijometrijski senzor meri napon izmežu radne
i referente elektrode kad kroz njih proti£e poznata struja i tom promenom govori
o elektrohemijskoj reakciji koja se de²ava na elektrodi. Potencijal otvorenog kola
(engl.Open-Circuit Potential-OCP) je metoda kojom se spontano postiºe potenci-
jal izmežu radne i referentne elektrode. OCP ƒesto je nedovoljno stabilan ili se
jako sporo dostiºe ravnoteºno stanje na elektrodama, pa se koristi potenciometrijski
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senzor. Konduktometrijski senzori mere provodljivost elektrohemijske ¢elije. Zbog
svoje izrade i minimalne upotrebe analita, naj£e²¢e su kori²¢eni amperometrijski i
voltametrijski senzori.

1.1 Materijali za izradu senzora

Izbor materijala za radnu elektrodu je klju£an za uspeh eksperimenta. Potr-
ebno je uzeti u obzir nekoliko vaºnih faktora. Materijal treba da pokaºe povoljno
oksido-redukciono pona²anje sa analitom i da obezbedi brz i ponovljiv prenos elek-
trona. Prozor potencijala (opseg potencijala) na kom elektroda radi u datom rastvoru
elektrolita treba da bude ²to je mogu¢e ²iri da bi se omogu¢io najve¢i stepen karak-
terizacije analita. Dodatna razmatranja uklju£uju cenu materijala, njegovu sposob-
nost ma²inske obrade ili oblikovanja u odgovaraju¢e geometrije, lako¢u obnavljanja
povr²ine nakon merenja i toksi£nost. Naj£e²¢e kori²¢eni materijali za izradu elek-
troda su zlato (Dimitrijevic et al. (2013), García-González et al. (2008)), platina
(Daubinger et al. (2014)) i ugljenik (McCreery (2008), Yi et al. (2017)). Ranije je
kori²¢ena i ºiva, ali je zbog toksi£nosti danas u manjoj upotrebi.

Najpoºeljiji materijal za izradu elektroda zbog svoje hemijske inertnosti i
lako¢e izrade je platina. Radne elektrode od platine imaju visoku otpornost na
oksidaciju u vazduhu i kiselinama, zbog £ega se ²iroko koriste u standardnim elektro-
hemijskim merenjima za cikli£nu voltametriju i ispitivanje oksidacionih i redukcionih
potencijala organskih i neorganskih molekula. Ali, najve¢i problem je njihova cena,
te se zbog toga koriste jeftiniji materijali.

Jedan od naj£e²¢e kori²¢enih materijala za izradu elektroda senzora je zlato,
a razlog za to je ²to je ono dobar provodnik elektrona, ali i ²to spotano reaguje
sa tiolima kojih ima u razli£itim biomolekulima. Da bi se dobio pravilan signal,
potrebno je da sama povr²ina elektrode bude od £istog zlata i sa odgovaraju¢im
glatkim regionima koji omogu¢avaju formiranje stabilnih slojeva. Elektrode koje se
dobijaju procesom �zi£ke ili hemijske depozicije zahtevaju pravljenje u £istoj sobi.
Elektrode nastale metodom ²tampanja su jeftinije i dobijaju se procesima u kojima je
potrebno napraviti masku od nekog nereaktivnog materijala koja ¢e uobli£iti izgled
elektrode, a zatim nanositi onoliko slojeva zlata u zavisnosti od potrebne debljine
sloja.

Nano£estice zlata se koriste za modi�kovanje povr²ina elektroda elektrohemi-
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jskih senzora, i u kombinaciji sa drugim nano£esticama ili biomolekulima, daju ve¢u
osetljivost i stabilnost elektrode. Njihove hemijske i �zi£ke osobine mogu da se kon-
troli²u njihovom veli£inom, oblikom i hemijskim okruºenjem u kom se sinteti²u. Za
elektrohemijske analize su bitne dobra provodnost elektrona, biolo²ka kompatibilnost
sa organskim jedinjenjima i velika reaktivna povr²ina.

Ugljeni£ne elektrode su kori²¢ene za senzorske elektrode zbog svojih karak-
teristika niske detekcije ²umova, ²irokih mogu¢nosti primene spolja²njeg potencijala,
niske reaktivnosti u poreženju sa metalnim elektrodama i niske cene. Za izradu
samog senzora, mogu se koristiti razli£iti tipovi struktura i hemijskih jedinjenja bazi-
ranih na ugljeniku kao na primer nanotube, grafen i razli£iti fulereni. Naj£e²¢i oblik
ugljeni£ne elektrode je stakleni ugljenik (engl.Glassy carbon), koji je pogodan zbog
svoje hemijske inertnosti, £vrsto¢e, male gustine i velike provodnosti. Pri velikim
vrednostima anodnog potencijala moºe da dože do oksidacije elektrode, odnosno
do njenog tro²enja, £ime se aktivira njena povr²ina. Aktivacija povr²ine pove¢ava
transfer elektrona.

Inkorporiranjem nanomaterijala u biosenzore moºe se dobiti odgovaraju¢i
metod kojim se smanjuje ²um i dobija mogu¢nost dodavanja razli£itih supstanci u
matricu elektrode.

Me²anjem razli£itih tipova nanomaterijala, kao na primer ugljeni£ne nan-
otube i nano£estice zlata, dobijaju se bolje elektrokataliti£ke sposobnosti za detekciju
ne samo glukoze, nego i ostalih biomolekula.

1.2 Biosenzori

Detekcija biomolekula poput hormona, nukleinske kiseline i enzima, zasniva
se na osnovu njihovih �ziolo²kih i biolo²kih uloga, koje uklju£uju preno²enje regu-
lacije biolo²ke aktivnosti, genetskih informacija i kataliti£kih ¢elijskih procesa (Fa-
tima et al. (2022)). Sastoje se iz bioreceptora, biolo²kog elementa koji prepoznaje
organski molekul (enzimski supstrat, komplementarni antigen DNK) i pretvara£a
koji biohemijsku reakciju pretvara u odgovaraju¢u �zi£ku veli£inu (struja, napon,
otpor). Enzimi kao bioreceptori su speci�£ni po tome ²to imaju takvu strukturu da
prepoznaju samo odreženi molekul i na njega reaguju. Enzimi deluju kao kataliza-
tori za biohemijske reakcije koje se de²avaju u celiji i da bi se odrºala njihova visoka
aktivnost, temperatura i pH sredine moraju se odrºavati na odgovarajucim nivoima.
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DNK se koristi kao bioreceptor za ²irok spektar analita, uklju£uju¢i i druge
oligonukleotide na takav na£in da se stvara komplementarna DNK u odnosu na analit.
Takože, nukleotidni bioreceptori se mogu koristiti i za detekciju proteina, ugljenih
hidrata, malih molekula, toksina ili ºivih ¢elija i to su aptameri koji predstavljaju
kratke jedinice RNK ili DNK i sposobni da se �tuju u pukotine odreženih molekula
ili da obuhvate molekul. Selekcijom odgovaraju¢ih nukleotida, mogu se ²ifrovati na
takav na£in da detektuju samo jedan odgovaraju¢i molekul tehnikom koja se zove
Seleks (engl.Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment-SELEX),
odnosno izborom odgovaraju¢ih oligonukleotida iz njihovog ²irokog spektra.

Slika 1.2.1: a Moleukuli se u okviru baze molekula (IOP) postavljaju zajedno sa
ciljnim molekulom. b Nevezani oligonukleotidi se odvajaju od vezanih molekula
koracima ispiranja. c Vezani oligonukleotidi se odvajaju od ciljnog molekula.d

Odvojeni molekuli se dalje koriste uz upotrebu odgovarajuéih tehnikaf Ponovo se
ispiraju i posle 10 do 15 rundi se analiziraju. Slika preuzeta iz rada Lakhin et al.

(2013)

Usled prisustva razli£ith vrsta patogena poput bakterija, virusa i mikotoksina,
koji su ²tetni po zdravlje ljudi i ºivotinja, a £esto su prisutni u okolnim vodama i
hrani, potrebno je izraditi odgovaraju¢i na£in detekcije, ²to se dobija kori²¢enjem an-
titela na senzorima. Antitela su proteini i bioreceptori za patogene i toksine i koriste
se u razvoju imunosenzora. Oni se imobili²u na povr²inu metalnih elektroda na taj
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na£in da se vodi ra£una o njihovoj orjentaciji i gustini, kako bi se dobile odgovaraju¢e
karakteristike senzora i prilikom vezivanja patogena za antitelo, dolazi do produkcije
signala u senzoru. Antitela se postavljaju u obliku slova Y, tako da gornji deo sluºi za
detekciju antigena sa jednim lancem koji je �ksan (isti tip amino-kiselina kod jedne
vrste antitela)i jednim promenljivim u zavisnosti od detekcije antigena, koji moºe da
uzme razli£ite vrste amino-kiselina. Donji deo Y oblika je �ksan i takože zavisi od
tipa antitela. Dizajniranjem i izradom datih antitela se bavi genetski inºenjering. Za
detekciju ¢elija tumora, mogu se koristiti imunosenzori ili senzori sa aptamerima.

Slika 1.2.2: Prikaz antitela (A) i imunolo²ke reakcije (B) Slika preuzeta iz rada
Malhotra and Ali (2018)

Molekularno utiskivanje je proces kojim se odabranim funkcionalnim monomer-
ima dozvoljava da se sami sastavljaju oko ²ablonskog molekula i zatim polimerizuju u
prisustvu umreºava£a. Kada se molekul ²ablona ekstrahuje iz rezultuju¢eg polimera,
²upljina komplementarna po obliku i funkcionalnosti je prisutna u matriksu, koja
ce vezati molekule identi£ne ili blisko povezane sa ²ablonom. Molekularno utisnuti
polimer (MIP) je polimer sa �pam¢enjem� oblika i funkcionalnih grupa ²ablonskog
molekula. Ovaj materijal je dizajniran da selektivno prepozna molekul ²ablona koji se
koristi u procesu otiskivanja, £ak i u prisustvu jedinjenja sa strukturom i funkcional-
no²cu sli£nim onima u ²ablonu. Molekularno utisnut polimer tada deluje u su²tini
kao antitelo. Visoka svojstva molekularnog prepoznavanja mogu se posti¢i sa ovim
MIP-ovima za razli£ite molekule.

Primene biosenzora su u slede¢im oblastima: medicina, kontrola procesa,
bioreaktori, kontrola kvaliteta, poljoprivreda i veterinarska medicina, bakterijska i
virusna dijagnostika, kontrola industrijskih otpadnih voda, rudarstvo, vojna indus-
trija.
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1.2.1 Vaºne karakteristike biosenzora

Senzitivnost je jedna od najbitnijih karakteristika biosenzora i ona pred-
stavlja vezu izmežu promene koncentracije analita i generisnog singala. Idealno bi
bilo ako bi se za minimalne proemene u koncentraciji dobio odgovaraju¢i signal, jer
se u prakti£noj primeni masa analita kre¢e u rangu ng/ml ili fg/ml.

Selektivnost je spsobnost senzora da da odgovor samo na one analite koje je
poºeljno analizirati i pored prisustva drugih molekula. Oni koji imaju nisku selek-
tivnost, ne daju odgovaraju¢e rezultate jer daju pogre²an signal.

Stabilnost je veoma bitna iz razloga konstatnog merenja. Naime, potrebno je
napraviti dobar senzor koji ¢e, bez obzira na spolja²nje faktore davati odgovaraju¢e
rezultate. Osnovni faktori su vlaºnosti i temperatura, koji mogu da oslabe performase
senzora.

Limit detekcije je minimalna koncentracija analita koju senzor moºe da detek-
tuje. Idealno je da senzor poseduje ²to niºi limit kako bi merio vrlo male koncentracije
analita.

Reproducibilnost je sposobnost senzora da nove vrednosti izmerenih veli£ina
budu pribliºno iste kao veli£ine iz prethodnih merenja.

1.3 Kinetika transfera elektrona

Transfer elektrona se de²ava ili oksidacijom ili redukcijom. Na anodi, koja u
senzoru predstavlja radnu elektrodu, de²ava se oksidacija i atom medijatora predaje
elektron radnoj elektrodi, a u slu£aju redukcije medijator dobija elektron od strane
broja£ke elektrode i tu se de²ava redukcija. Struja na anodi i struja na katodi imaju
suprotne smerove i zbog toga se razlikuju po znaku. Struja zavisi od koe�cijenta
brzine reakcije, Faradejeve konstrante, koncentracije supstance koju je potrebno re-
dukovati (oksidovati) i povr²ine elektrode:

i o = FAkoxcr (1)

iR = FAk redco (2)

11



Kompjuterske simulacije elektrohemijskih senzora u softverskom paketu
�COMSOL�; detekcija glukoze

Koe�cijent brzine reakcije kred;ox se moºe opisati pomo¢u energetske barijere:

kred;ox = Zexp(
� � Gred;ox

kB T
) (3)

gde je sad� G opisana Gibsova energija koja predstavlja energetsku barijeru koju
elektron treba da preže. Gibsova energija uzima termodinami£ke aspekte, ali svakako
se mora uzeti u obzir i primenjeni potencijal spolja²njeg polja, tako da se potencijalna
barijera usled priemene spolja²njeg polja moºe dati formulom:

� Gred = � Gred(V = 0) + �FV (4)

� Gox = � Gox(V = 0) � (1 � � )FV (5)

za redukciju i oksidaciju respektivno. Parametar� je koe�cijent transfera i nje-
gova vrednost naj£e²¢e iznosi 0,5 i predstavlja faktor koji opisuje simetriju barijere i
pokazuje u kom ¢e se smeru reakcija odvijati. Ubacivanjem formula 4 i 5 u formule
vrednosti koe�cijenta brzine reakcije 3 dati su formulama:

kred = Zexp(
� �FV

kB T
) (6)

kox = Zexp(
(1 � � )FV

kB T
) (7)

Rezultati date jedna£ine pokazuju da koe�cijent brzine reakcije zavisi od primenjenog
napona, tako da se jednostavnom promenom napona moºe menjati brzina reakcije.

1.4 Maseni transport

U prethodnom poglavlju je dobijena formula u kojoj se vidi da je koe�cijent
brzine reakcije eksponencijalno zavisan od napona, ²to bi teorijski dalo takve rezul-
tate da dolazi do naglog skoka struje pilikom pove¢anja napona. Tada bi struja mogla
da raste u beskona£nost u situaciji kada se beskona£no pove¢a napon. Mežutim, pos-
toje parametri koji ograni£avaju takva stanja, kao ²to su na primer koe�cijentkred ,
koe�cijent redukcije i koncentracija reagensa koji se nalazi na elektrodi. Na nekoj
odreženoj povr²ini A koja je �ksna, ako je koe�cijent redukcije dovoljno velik, pos-
toja¢e i brzo vra¢anje elektrona sa elektrode, pa ¢e struja biti odrežena primesom
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novog reagensa. Takože, ako ne postoji dovoljna koncentracija enzima ili nekog
drugog reaktanta na povr²ini elektrode, nemogu¢ je dalji rast struje.

Dodatni faktor koji uti£e na transfer elektrona na elektrodu jeste maseni
transport. Naime, u zavisnosti od na£ina rasporeda supstance u okviru balka, pos-
toja¢e odreženi stepen prenosa elektrona. U okviru masenog transporta razlikuju se
difruzija, migracija i konvekcija.

Slika 1.4.1: Modeli masenog transporta. Slika preuzeta iz rada Inzelt (2014)

Difuzija se pojavljuje u situaciji kada postoji vi²ak koncentracije jedne sup-
stance u jednom delu rastvora. Sile entropije rade tako da rasporede ravnomerno
koncentraciju duº celog rastvora i zbog toga se dobija kretanje jona od ve¢e koncen-
tracije ka manjoj, ²to rezultuje time da se dobije struja difuzije data prvim Fikovim
zakonom:

J0 = � D0
�c0

�x
(8)

gde je saJ0 dat �uks, odnosno struja difuzije, gde jeD0 koe�cijent difuzije. Gradijent
koncentracije je dat sa znakom minusa iz razloga ²to se koncentracija kre¢e od ve¢e
ka manjoj, suprotno od smera vektora gradijenta. Ako se kod date jedna£ine jo²
uzme u obzir i to da koncentracija moºe da bude funkcija vremena, onda se moºe
dobiti drugi Fikov zakon koji je dat formulom:

�c0

�t
= �

�J 0

�x
(9)
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Potrebno je uzeti u obzir da se difuzija dogaža u pravcu koji je normalan na elektrodu.
Difuzija je najzna£ajniji proces koji se dogaža u uzorku.

Slika 1.4.2: Difuzione ravni. Slika preuzeta iz rada Inzelt (2014)

1.5 Mihaelis-Mentenova kinetika

Model koji se naj£e²¢e koristi za opis enzimskih reakcija je Mihaelis-Mentenova
jedna£ina, koja se bazira na pretpostavci da koncentracija enzima ostaje konstantna.
Enzim interaguje sa supstratom iz kompleksa enzim-supstrata, ²to dovodi do sinteze
produkta i oslobažanja enzima:

E + S
k1

k�1
ES � >[ k2]E + P (10)

gde su E, S, P enzim, supstrat i produkt, respoktivno. Odavde se moºe prikazati
sistem slede¢ih jedna£ina:

d[S]
dt

= � k1[E ][S] + k� 1[ES] (11)

14



Kompjuterske simulacije elektrohemijskih senzora u softverskom paketu
�COMSOL�; detekcija glukoze

d[ES]
dt

= k1[E ][S] � (k� 1 + k2)[ES] (12)

d[E]
dt

= � k1[E ][S] + ( k� + k2)[ES] (13)

d[P]
dt

= k2[ES] (14)

Ove jedna£ine se ne mogu re²iti analiti£ki, zbog toga se moraju postaviti pretpostavke
da se pojednostavi sistem (d[ES ]

dt = 0 odrºanje sistema), pod uslovom da se konverzija
enzima i supstrata u kompleks de²ava mnogo brºe od dekompozicije kompleksa u
enzim i produkt i to dovodi do jedna£ine (kvazi-stanje):

[ES] =
[E][S]
K M

(15)

dok je Mihaelis-Mentenova konstanta data jedna£inom:

K M =
k� 1 + k2

k1
(16)

Kombinuju¢i kvazi-stanje sa odrºanjem koncentracije enzima ([E]t = [ E] + [ ES] gde
je [E]t ukupna koncentracija enzima), dobija se

[ES] =
[E]t [S]

K M + [ S]
(17)

²to dalje vodi do Mihaelis-Mentenove jedna£ine:

d[P]
dt

=
Vmax [S]

K M + [ S]
(18)

gde jeVmax = k2[E ]t maksimlna brzina reakcije.
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1.6 Elektrohemijske metode

1.6.1 Cikli£na voltametrija

Cili£na voltametrija je elektrohemijska metoda koja prikazuje zavisnost struje
od primenjenog potencijala. Ona obuhvata procese oksidacije i redukcije koji su
prikazani na gra�cima zavisnosti struje od potencijala na taj na£in da oksidacija za-
uzima pozitivne delove struje i de²ava se na anodi (reaktant predaje elektron radnoj
elektrodi i postaje pozitivan), a redukcija ide na suprotnu stranu i struja prilikom
redukcije je negativna (redukcija se de²ava na broja£koj elektrodi i tada reaktant
prihvata elektron). Oblik krive cikli£nog voltamograma je takozvani �duck shape�
gde je karakteristika da postoje odgovaraju¢i pikovi oksidacije i redukcije. Takože,
struja koja s dobija menrenjem zavisi od koncentracije reaktanata. Koncentracije ok-
sidovanih i redukovanih vrsta povezane su sa razlikom potencijala koja je primenjena
preko Nernstove jedna£ine gde vaºi:

E = E 00
+

RT
nF

ln
[Ox]
[Red]

(19)

gde jeE 00
standardni elektrodni potencijal.

Slika 1.6.1: Cikli£na voltametrija, prikaz IUPAC konvencije gra�ka. Slika
prikazuje oksidacioni (gornji) i redukcioni (donji pik) i smerove oksidacije (nadesno)

i redukcije. Slika preuzeta iz rada Elgrishi et al. (2018)
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1.6.2 Impedansna spektroskopija

Elektrohemijska impedansna spektroskopija je metod u kom se potenciostatom
pu²taju naizmeni£ne struje i naponi, a zatim se mere izlazne jedinice sinusoidalne
struje ili sinusoidalnog napona. Ako je napon ulazna jedinica, a struja izlazna, takva
spektroskopija se zove potenciometrijska, a u obrnutom slu£aju je galvanometrijska.
Po analogiji sa Omovim zakonom, moºe se izra£unati impedansu sistema:

Z =
E(! )
I (! )

(20)

koja se zatim moºe prikazati na Nyquist-ovom gra�ku na kom se svaka ta£ka do-
bija za održenu vrednost frekvencije. Dobijaju¢i impedansu, moºe se videti ²ta sve
u stvari usporava elektrone, jer se dobijanjem gra�ka imepdanse sa imaginarnom
i realnom veli£inom, dobijaju i vrednosti koje ukazuju na postojanje kapacitivnih
slojeva. Naime, ovde brºe dolazi do promene pravca elektri£nog polja u elektrolitu,
brºe se £estice prerasporežuju nego ²to moºe da se desi reakcija na elektrodi, pa to
predstavlja mogu¢nost za stvaranje otpora (engl.change transfer resistance). Sa
druge strane, ako se smer struje menja vrlo brzo, promena pravca elektri£nog polja
£estica ¢e biti sporija i dolazi do nastanka realnog otpora elektrolita (solution re-
sistance). Na niºim frekvencijama se potencijal poklapa sa mogu¢nostima elektrode
i otpor je minimalan, i signal dolazi od dvojnog sloja elektrode, koji nastaje usled
toga ²to se na niskim vrednostima frekvencije kondenzatoru pove¢ava otpornost i to
je imaginarni otpor. Da bi se olak²ao proces razumevanja ²ta se sve de²ava unutar
sistema, moºe se prikazati ekvivaletno strujno kolo, tako da se elektrolit prikazuje kao
realni otpor, a elektrohemijski dvojni sloj kao kondenzator. Daljim pode²avanjem
strujnog kola, moºe se napraviti strujno kolo koje je ekvivalentno elektrohemijskom
sistemu. Jo² jedan na£in na koji se mogu prikazati impedanse kola jeste Bodeov
gra�k koji pokazuje zavisnost otpora kola od logaritma primenjene frekvencije. Ovaj
gra�k pomaºe prilikom izrade senzora jer govori o optimalnoj vrednosti frekvencija
pri kojoj se dobija minimalni otpor. Na gra�ku se vidi i zavisnost faze od frekvencije,
pa se samim tim dobija da se povr²ina na maksimumu pona²a kao kondenzator, a na
minimumu kao otpornik.
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Slika 1.6.2: a Elektrohemijski sistem sa radnom (WE), broja£kom (CE) i
referentnom elektrodom (RE). Potencijal E(t) je primenjen izmežu radne i
referentne elektrode, dok se struja meri na ta£ki A.b Primenjen periodi£ni

perturbacioni signal sa amplitudom� E izmežu radne i broja£ke elektrode od
visokih pa sve do niskih frekvencija i odgovor koji je meren u linearnom delu

spektra (deoc). d Impedansa prikazana na Niquyst-ovom gra�ku (levo) i
Bodeovom gra�ku (desno). Na Bodeovom gra�ku se vidi i zavisnost faze od
frekvencijee Ekvivalentno strujno kolo. Slika preuzeta iz rada Damiati and

Schuster (2020)

1.6.3 Potencijal otvorenog kola

Potencijal otvorenog kola (engl.Open Circuit Potential-OCP) je tip merenja
kod kog se izuzima postojanje broja£ke elektrode £ime se kolo ne zatvara, pa se meri
samo potencijal izmežu radne i referentne elektrode
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EOCP = EW KG � EREF (21)

.

Potencijal treba da dostigne stabilne vrednosti nakon nekog vremena u rasponu
od � 5 mV.

OCP ima jednostavnu primenu, s obzirom da postoje dve vrste, one koje
se oksiduju i one koje se redukuju, preko Nernstove jedna£ine, moºemo odrediti
koncentracije vrsta:

E = E0 +
RT
nF

ln
C0

CR
(22)

Slika 1.6.3: Potencijal otvorenog kola, primer sa razli£itim pH vrednostima. Slika
iz rada Dimitrijevic et al. (2013)

1.6.4 Hronoamperometrija

Hronoamperometrija koristi step-funkciju potencijala kako bi se desila oksi-
dacija na radnoj elektrodi. Razlika potencijala na samom startu je nula, a zatim
naglo raste £ime se obezbežuje dovoljan potencijal da se dobije oksidacija. Tom
prilikom naglo raste koncentracija redukcionog sredstva koji zatim odlazi difuzijom
od elektrode, jer ga u tom delu ima u vi²ku, dok se oksidaciono sredstvo pribliºava
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elektrodi. Ovo se moºe izmeriti ampermetrom i opisuje se Kotrelovom jedna£inom
(Cotrell equation):

I (t) = nAFcn
j

p
D jp
�t

(23)

gde je n broj molova,A je povr²ina elektrode umm2, m2, F je Faradejeva konstanta
koja iznosi9:4685� 104, a c je koncentracija supstance. Primenjeni potencijal se neko
vreme drºi na istoj vrednosti, a zatim pada na po£etnu (step-funkcija)

Slika 1.6.4: Hronoamperometrija. Na slici je prikazana zavisnost struje od
vremena prilikom primene potencijala i prekida potencijala. Slika preuzeta iz rada

Franklin et al. (2016)

Iz date krive se moºe izra£unati koli£ina proteklog naelektrisanja.

1.6.5 Hronopotenciometrija

Hronopotenciometrija je metoda u kojoj se primenjuje konstantna struja
izmežu radne i broja£ke elektrode da bi se izmerio potencijal u odnosu na referentnu
elektrodu. Prvo se potencijal se pove¢ava do trenutka u kom dolazi do elektrolize
analita i tada se potencijal stabilizuje. U trenutku stabilizacije potencijala se samo
male koli£ine analita u tom trenutku oksiuduju ili redukuju na elektrodi zbog kon-
stantne struje. To daje konstantne vrednosti potencijala. Kada se u potpunosti
potro²i analit, ako u rastvoru postoji drugi analit (koji se ne me²a sa prvim), tada
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dolazi do naglog pove¢anja potencijala do vrednosti koja je potrebna za elektrolizu
drugog analita.

Ovo je analiti£ka metoda koja omogu¢ava da se dobiju vrednosti koncen-
tracije analita preko izmerenog potencijala.

Slika 1.6.5: Hronopotenciometrija. Na slici su prikazane dve krive, I1 je ve¢e od
I2. Vreme � na gra�ku je vreme prelaza sa jednog na drugi analit. Slika je preuzeta

iz rada Inzelt (2014)
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2 Detekcija glukoze

Glukoza predstavlja komponentu koja se nalazi u okviru razli£itih ugljenih
hidrata. Povi²eni nivo glukoze moºe da dovede do metaboli£kih poreme¢aja i nepravi-
lnog rada pojedinih organa. Zbog toga je bitno uspostaviti na£in detekcije glukoze.
Za detekciju glukoze koriste se odgovaraju¢i senzori koji mogu biti invazivni i nein-
vazivni. Invazivni senzori se baziraju na direktnom kontaktu krvi i elektroda, dok
neinvazivni mogu biti takvi da se koriste principom elektromagnetizma, bez direktnog
kontakta krvi i senzora. U ovom radu je opisan invazivni model senzora, odnosno
takav da postoji direktan kontakt izmežu senzora i elektrolita.

2.1 Razvoj senzora za detekciju glukoze

Prvi poku²aji detekcije glukoze bili su sprovedeni 1962. godine od strane
Klarka i Lajonsa, koji su opisivali potenciometrijska merenja uz pomo¢ enzima
glukoze-oksidaze. S obizrom na to da su ova merenja bila uspe²na, jer je enzim
gluko-oksidaza prikazivala dobre osobine prilikom merenja, dalja istraºivanja bila su
usmerena ka pobolj²anim mogu¢nostima detekcije signala.

Gluko-oksidaza je speci�£an enzim koji je jedinstven za glukozu. Enzim se
dodaje u kap ili na delove koji elektronski mogu da daju odgovaraju¢i signal koji
¢e predstavljati linearan odgovor struje na koncentraciju glukoze. Sastoji od dve
jedinice identi£nih proteina i jedinice �avin adenin dinukleotida (FAD), koenzima
koji predstavlja aktivnu stranu. Koenzim je jako vezan za dva proteina, reverzibilan
je i zbog toga koristan za elekrohemijska merenja. Naime, prilikom reakcije katalize
glukoze gluko-oksidazom u prisustvu kiseonika, dolazi do oksidovanja glukoze do
glukoronske kiseline, a FAD je redukovan i daje FADH2:

GluOx(FAD) + Glukoza GluOx(FADH 2) + Glukono d lakton

Ova reakcija je pra¢ena reakcijom u kojoj FADH2 redukuje O2 i dobija se ponovo
FAD, a O2 daje H2O2:

GluOx(FADH 2) + O 2 GluOx(FAD) + H 2O2
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FAD je tada mogu¢e ponovo koristiti za enzimatsku reakciju.

Kiseonik rastvoren u kapi je sam stabilan i nereaktivan i postoji u tri razli£ita
izvora: rastvoren u vodi, u molekulu vode i u H2O2, i u svakom od tih jedinjenja on
ima potpuno druga£iju kinetiku. Kada reaguje sa dva atoma vodonika iz glukoze-
oksidaze, koja je u rastvoru, daju¢i joj svoje elektrone, nastaje H2O2. Pik u cikli£noj
voltametriji koji daje pozitivnu vrednost struje je pik oksidacije H2O2 iz razloga ²to
on tada predaje elektrone zlatu, odnosno H2O2 se oksiduje. Reakcija sa enzimom
zahteva pH vrednost od 4 do 7, a najaktivniji je na 5,5.

Slika 2.1.1: Reakcija glukoze i gluko-oksidaze koje daju glukonolakton, gornja
slika. Na sredini je prikazana reakcija redukcije kiseonika do vodonik peroksida.

Tre¢a slika daje reakciju glukono-d-lakton sa vodom Slika je preuzeta iz rada Meyer
et al. (1998).

Slika 2.1.2: Proces preno²enja elektrona do medijatora. Slika preuzeta iz rada
Takahashi and Anzai (2013).
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Jedan od glavnih nedostataka glukoze-oksidaze je taj ²to se FAD ne nalazi
direktno u konaktu sa elektrodom, nego je odaljen od nje na rastojanju od 25 Å, dok
je poznato da je mogu¢a difuzija elektrona oko 20 Å, zbog £ega ovo moºe da dovede
do ne²to slabijeg odziva signala, jer je elektroda prvo mesto sa kog se dalje elektroni
spolja²njim kolima prenose u elektronske komponente. Ovaj problem se re²ava de-
tekcijom H2O2, koji je nastao usled redukcije O2 u blizini elektrode, a pomo¢u kog je
dobijena struja u zavisnosti od koncentracije glukoze, ali indirektno, preko hemijske
jedna£ine. Ova metoda nije pouzdana iz razloga ²to postoji mogu¢nost interakcije
acetaminofena ili askorbinske kiseline sa vodonik peroksidom, usled £ega moºe da
dože do slabljena signala. Senzori koji na ovaj na£in mogu da detektuju glukozu,
nazivaju se senzori prve generacije.

Kako bi se izbegla interferencija izmežu vodonik-peroksida i ostalih jedin-
jenja koja se nalaze u analitu, mogu¢e je iskorsiti neko drugo jedinjenje koje ima niºi
oksidacioni potencijal i koji ¢e vr²iti slabiju interakciju sa nekim drugim jedinjen-
jima, ali ¢e vrlo aktivno vr²iti transfer elektrona. Da bi se dogodio transfer elektrona
sa FAD na medijator, potrebno je da postoji razlika potencijala izmežu medijatora
i FAD i ²to je taj gradijent ve¢i, ve¢a ¢e biti i verovatno¢a da do transfera dože.
Transfer elektrona mora biti dovoljno brz kako ne bi do²lo do usporavanja procesa
usled efekata kinetike. Elektroda oksiduje medijator, odnosno, on predaje elektron
elektrodi koji je prethodno uzet od FAD, a FAD se redukuje do FADH2 koji se zatim
oksiduje i vra¢a u FAD redukcijom medijatora. Oksidacija medijatora se vr²i na
radnoj elektrodi, dok je redukcija medijatora na broja£koj elektrodi. Takože, medi-
jator mora imati niºi potencijal od O2 kako bi pre stupio u interakciju sa elektronom,
jer uvek postoji neki mali procenat O2 koji se redukuje do vodonik-peroksida, £ime
dolazi do ometanja signala.

Za gluko-osksidazu se ispostavlja da je najbolje iskoristiti kalijum-heksacijanof-
erat i da on daje dobru komunikaciju izmežu glukoze i gluko-oskidaze. Ovakav tip
senzora je senzor druge generacije.

Medijatori mogu biti ili slobodni, rastvoreni u te£nosti ili naneseni na elek-
trodu u maloj koli£ini. Nano²enjem medijatora na elektrodu se postiºe ve¢a e�kasnost
jer se tada smanjuje rastojanje izmežu enzima i medijatora, £ime se omogu¢uje bolji
transfer elektrona. Potrebno je samo obezbediti dobar na£in da se medijatori veºu
za elektrodu, a to se postiºe hidrogelovima ili elektroporimerizacijom u kojoj se en-
zim i medijator zajedno postavljaju u blizini povr²ine elektrode. Hidrogelovima se
vezuju enzimi na takav na£in da nema kovalentne veze, £ime se o£uvava njihova kon-
formacija i osobine. Elektropolimerizacija obuhvata vezivanje enzima za elektrodu
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na takav na£in da se postavi neki mali potencijal na elektrodi, a zatim se enzim
rastvori sa jo² nekim monomerima (pirol ili polipirol). U zavisnosti od trajanja i
vrednosti potencijala, moºe se postaviti jedan ili vi²e slojeva enzima. Medijatori
kada su slobodni, mogu da difunduju i na taj na£in prenose elektrone do elektroda.

U enzimskim biosenzorima za glukozu tre¢e generacije, direktan prenos elek-
trona izmežu enzima i elektrode se uvodi bez potrebe za prirodnim ili sinteti£kim
medijatorima. FAD-aktivni redoks centar enzima je kovalentno ili elektrohemijski
vezan za radnu elektrodu pomo¢u nanomaterijala. Nanomaterijali deluju kao ma-
trica koja omogu¢ava da se gluko-oksidaza imobili²e direktno u blizini i olak²ava
direktan prenos elektrona. Tako je dobijeni elektrohemijski signal u korelaciji sa
koncentracijom glukoze.

ƒetvrta generacija biosenzora glukoze, takože poznatih kao neenzimski biosen-
zori glukoze, koristi direktan prenos elektrona putem elektrooksidacije glukoze do
glukonske kiseline u matrici nanomaterijala sa jakom elektrokataliti£kom aktivno²¢u.
Problem kod ovih senzora su lo²a selektivnost i alkalna sredina, ²to ih spre£ava da
se koriste u komercijalnoj upotrebi.
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3 Metod kona£nih elemenata

Analiza kona£nih elemenata (engl.Finite Element Analysis-FEA) je upotreba
prora£una, modela i simulacija za predvižanje i razumevanje pona²anja objekta u
razli£itim �zi£kim uslovima. FEA koristi metod kona£nih elemenata (engl.Finite
Element Method-FEM), numeri£ku metodu koja razdvaja strukturu objekta na neko-
liko delova, ili elemenata, a zatim ponovo povezuje elemente u ta£kama koje se nazi-
vaju £vorovi. Koristi se u slu£aju komplikovanih geometrija i materijala u kojima
nije mogu¢e iskoristiti analiti£ki pristup. ƒesto se �zi£ke pojave u nekom modelu �
kao ²to su njegovo strukturno ili �uidno pona²anje i termalni transport � opisuju ko-
ri²¢enjem parcijalnih diferencijalnih jedna£ina (engl.Partial Di�erential Equations -
PDE). Analiza kona£nih elemenata pojavila se kao na£in na koji ra£unari re²avaju
i linearne i nelinearne PDE. Mežutim, vaºno je napomenuti da FEA pruºa samo
pribliºno re²enje; to je numeri£ki pristup pronalaºenju realnih rezultata parcijalnih
diferencijalnih jedna£ina.

3.1 COMSOL Multyphysics

COMSOL Multiphisics je softverski paket za analizu kona£nih elemenata,
re²avanje i simulaciju razli£itih efekata u nauci i inºenjerstvu. COMSOL objedin-
juje module za elektri£ne, mehani£ke, �uidne, akusti£ke i hemijske primene. Prog-
aramiranje preko drugih aplikacija (engl. Application Programming Interface-API)
za JAVA i LiveLink za MATLAB se mogu koristiti za eksternu kontrolu softvera. Za
ovaj master rad kori²¢eni su moduliElectronalysis, Reaction Engineering, Transport
of Diluted species. U okviru modula Electroanalysis uražene su i cikli£na voltametrija
i hronoamperometrija.

3.1.1 COMSOL simulacija senzora

Za geometriju datog senzora iskori²¢eni su krug, koji predstavlja radnu elek-
trodu, spolja²nji prsten kao broja£ka elektroda, a blok, radi lak²eg prora£una, pred-
stavlja elektrolit.

U varijablama je de�nisana Mihaelisova formula, koja, kako je navedeno u
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posebnom poglavlju, uzima vrednost maksimalne brzine reakcije (Vmax ), koncen-
traciju supstrata (u ovom slu£aju je to glukoza) i Mihaelisovu konstantuK m . Takože,
potrebno je de�nisati i srednju vrednost struje na anodi, koja predstavlja operator
ukupne struje podeljen sa povr²inom elektrode. Preko nje se dobijaju vrednosti na
gra�ku zavisnosti struje od koncentracije jer ona ra£una broj elektrona koji dože do
elektrode sa medijatora.

Potrebno je de�nisati koncentraciju glukoze, ferocijanida i fericijanida (K3[Fe(CN)6]
i K 4[Fe(CN)6]) unutar promenljivih varijabli prilikom de�nisanja elektroanalize. Preko
uvoženja grani£nog uslova �Concentrations�, dobija se mogu¢nost da se postave odgo-
varaju¢e granice na kojima se de²ava ulaz hemijskih vrsta, tako da je postavljeno da
sa gornje ivice elektrolita dolazi glukoza, ali se mora uzeti u obzir i to da postoje vred-
nosti koncentracija koje su uvedene u okviru parametara i koje su zadate na samom
po£etku (u nultoj sekundi, pre po£etka reakcije). Takvi parametri obeleºavani su sa
ext.

Na slikama 3.1.3 i 3.1.4 su dati prikazi rasporeda koncentracija K3[Fe(CN)6]
i K 4[Fe(CN)6]. U ovoj simulaciji se posmatra takav slu£aj da je glukoza u potpunosti
proreagovala sa enzimom i da su medijatori odmah stupili u oksido-redukciju. Ovakav
tip je mogu¢e napraviti u stacionarnom slu£aju. Poku²aj sa vremenskom zavisno²¢u
difuzije koncentracije jona je bio neuspe²an iz razloga ²to funkcijaTransport of Di-
luted Speciesne podrºava vremensku komponentu.

Na slikama su prikazani rasporedi jona medijatora takvi da se na radnoj
elektrodi nalazi K3[Fe(CN)6], dok je na broja£koj redukovani K4[Fe(CN)6] i takav
raspored je ta£an prikaz. Koncentracija glukoze se moºe menjati u parametrima, a
za ovaj slu£aj je odabrana koncentracija od 5 mmol/l. Treba uzeti u obzir i to da
je ova simulacija uražena na takvom principu da se podrazumeva da su medijatori
K3[Fe(CN)6] i K 4[Fe(CN)6] iz razloga ²to ne postoji potpuna sigurnost da li je reakcija
dobijanja H2O2 reverzibilna na pomo¢noj elektrodi kao ²to je slu£aj sa K3[Fe(CN)6]
i K 4[Fe(CN)6].

U okviru iste simulacije se dobija gra�k zavisnosi struje od koncentracije
glukoze (slika 3.1.5). O£ekivana je linearna zavisnost i ona je ovom prilikom i dobi-
jena.

Pristup hronoamperometriji posmatra se preko jednodimenzionog modela
zbog komplikovanih i dugotrajnih prora£una prilikom kori²¢enja trodimenzionog mod-
ela. De�n²u se uslovi preko modulaElectoanalysis, Chronoamperometry, a zatim se
za vi²e koncentracija glukoze posmatraju dobijene struje. Hronoamperometrija se
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opisuje Kotrelovom jedna£inom (engl.Cottrell ):

i (t) = ncF

r
D
t

(24)

gde je n broj naelektrisanja koji se prenese sa jednim molekulom analita, c je kon-
centracija molekula, F Faradejeva konstanta, D je koe�cijent difuzije. Mežutim, pri-
likom kori²¢enja kompjuterskih simulacija zna£ajno je napomenuti da struje opisane
Kotrelovom jedna£inom ne daju odgovaraju¢e rezultate zbog premalih vrednosti.
Najbolji na£in jeste da se za predikciju struja koriste empirijske jedna£ine, jer one
daju pribliºne struje istog reda veli£ine. U simulaciji su kori²¢ene jedna£ine iz rada
Scandurra et al. (2023):

I = n
4FADcf (� )

�r
(25)

gde jen broj elektrona, A povr²ina elektrode,c koncentracija glukoze,D koe�cijent
difuzije, r polupre£nik elektrode i

f (t) = 0 ; 7854 + 0; 8862� � 0;5 + 0; 2146e� 0;7823� � 0;5
: (26)

Cikli£na voltametrija se pode²ava pomo¢u modula Electroanalysis. Potrebno
je u 1D modelu de�nisati elektrolit i elektrodu, a potom i reakciju koja je odrežena
Mihaelisovom jedna£inom. U okviru simulacije su dati gra�ci sa razli£itim vrednos-
tima koncentracija glukoze (slika 3.1.8).
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Slika 3.1.1: Geometrija senzora.

Slika 3.1.2: Varijable kori²¢ene za simulaciju.
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Slika 3.1.3: Koncentracija K3[Fe(CN)6]. Na slici je uo£ljivo da K3[Fe(CN)6]
nastaje na broja£koj elektrodi koja £ini spolja²nji prsten.

Slika 3.1.4: Koncentracija K4[Fe(CN)6]. Za razliku od K3[Fe(CN)6], njega na
po£etku ima u velikim koli£inama svuda u rastvoru, ali ne postoji na broja£koj

elektrodi, jer se tu tro²i, a na radnoj se ponovo stvara.
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Slika 3.1.5: Prikaz zavisnosti struje od koncentracije glukoze u rastvoru.

Slika 3.1.6: Hronoamperometrija za razli£ite vrednosti koncentracije glukoze
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Slika 3.1.7: Varijable za hronoamperometriju

Slika 3.1.8: Simulacija cikli£ne voltametrije sa razli£itim vrednostima
koncentracije glukoze za reakciju oksido-redukcije vodonik peroksida i kiseonika na

zlatu.
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Slika 3.1.9: Uve¢ane vrednosti struja za razli£ite koncentracije glukoze na gra�ku
cikli£ne voltametrije za reakciju oksido-redukcije vodonik peroksida i kiseonika na

zlatu.

33



Kompjuterske simulacije elektrohemijskih senzora u softverskom paketu
�COMSOL�; detekcija glukoze

4 Eksperimentalni rezultati

4.1 Rastvori K 3[Fe(CN) 6] i K 4[Fe(CN) 6]

Eksperimentalni deo podrazumeva pravljenje odgovaraju¢ih rastvora K3[Fe(CN)6]
i K 4[Fe(CN)6], acetatnog pufera, glukoze i vodonik peroksida. Svi eksperimenti raženi
su uz pomo¢ potenciostata BioLogic SP 300.

U eksperimentalnoj proceduri, prvo se odrežuje kolika koncentracija acetatnog
pufera je potrebna da bi se o£itali oskidacioni pikovi K3[Fe(CN)6] i K 4[Fe(CN)6] pri-
likom cikli£ne voltametrije. Ova procedura je potrebna iz razloga oksidacije i reduk-
cije medijatora prilikom reakcije sa glukozom. Enzimu gluko-oksidazi je potreban
pH 5,5 da bi bio aktivan. Napravljen je rastvor acetatnog pufera sa koncentracijom
50 mM i sa puferom je pome²ano 10 mM K3[Fe(CN)6], a zatim je u drugoj bo£ici
pome²an rastvor K4[Fe(CN)6]. Kada su napravljeni potrebni rastvori, kap se nanosila
na £ip preko svih elektroda, a zatim se pustila cikli£na voltametrija. Potrebno je
prona¢i odgovaraju¢i prozor potencijala da zlato ne bi interagovalo sa kiselinom i da
bi se pojavili samo pikovi K3[Fe(CN)6] i K 4[Fe(CN)6].

Oksidacioni pikovi K4[Fe(CN)6] i K 3[Fe(CN)6] se razlikuju u zavisnosti od tipa
referentne elektrode. Kada je zlato referentna elektroda, ono ima razli£itu kinetiku
reakcije za ova dva jona, jer je u pitanju metal i reaguje sa njima, pa zbog toga
dolazi do pomeranja pikova oksidacije i redukcije. U slu£aju 3 mM KCl Ag/AgCl
elektrode, pikovi su stabilni i isti za oba jedinjenja jer je ºica srebra konstantno u
KCl rastvoru. Ako bi se kojim slu£ajem pH pufera promenio, pikovi bi se pomerili
i kod zlatne i kod Ag/AgCl elektrode. Takože, ako postoji me²avina K3[Fe(CN)6] i
K4[Fe(CN)6], vrednosti struje oksidacije i redukcije ¢e biti jednake u oba slu£aja.

U slu£aju da se pusti vrlo spora reakcija oksidacije i da je na elektrodu
postavljeno samo jedno jedinjenje, ne¢e postojati dovoljno molekula drugog jedin-
jenja u blizini elektrode zato ²to ¢e difuzija u kapi biti mnogo brºa od povratne
reakcije redukcije (oksidacije), pa je za ceo krug voltametrije potrebno postaviti
odgovaraju¢u brzinu reakcije (200 mV/s).
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Slika 4.1.1: Cikli£na voltametrija K 4[Fe(CN)6] u vodi na zlatnoj elektrodi.

O£ekivana reakcija sa rastvorom K4[Fe(CN)6] i K 3[Fe(CN)6] nije uspela. Reak-
cija ima odgovaraju¢e pikove samo ako deluje sa vodom ili u puferu. Prilikom doda-
vanja glukoze i gluko-oksidaze, nema nikakvih promena struje na gra�ku (slika 4.1.3).
Dodat je enzim zapremine 20 mL, a zatim me²avina K4[Fe(CN)6] i K 3[Fe(CN)6] i
glukoze zapremine 40 mL. S obzirom na to da je postavka eksperimenta ražena tako
da se svi u£esnici reakcije nalaze rastvoreni u kapi, moºe da postoji verovatno¢a da je
ve¢a osetljivost enzima ako je postavljen na elektrodi. Sa druge strane, u radu Amor-
Gutiérrez et al. (2017) je opisan na£in na koji dolazi do predaje elektrona sa H2O2 na
K4[Fe(CN)6] (slika 4.1.2) preko enzima peroksidaze, te ne treba isklju£iti mogu¢nost
da sam medijator nije kompatibilan sa glukozom-oksidazom. Iz razloga ograni£enosti
laboratorijskih uslova, eksperimenti su izvedeni sa glukozom-oksidazom i katalazom.
Katalaza ne pokazuje nikakve promene struje kada je medijator K4[Fe(CN)6] (slika
4.1.4).
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Slika 4.1.2: Prikaz na£ina na koji treba da funkcion²e reakcija prenosa elektrona
sa H2O2 na K4[Fe(CN)6]. Slika preuzeta iz rada Amor-Gutiérrez et al. (2017)

Slika 4.1.3: Cikli£na voltametrija koja pokazuje da K4[Fe(CN)6] i K 3[Fe(CN)6] ne
reaguju sa glukozom-oksidazom, jer nema promene struje na gra�cima.
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Slika 4.1.4: Cikli£na voltametrija koja pokazuje da K4[Fe(CN)6] i K 3[Fe(CN)6] ne
reaguju sa katalazom.

4.2 Reakcija nastajanja vodonik peroksida

Cilj ove reakcije jeste detekcija glukoze u zavisnosti od nastanka oksidacionog
pika H2O2 i potro²nje kiseonika. Prvi krug cikli£ne voltamertije sluºi da bi se dokazala
selektivnost enzima gluko-oksidaze. Dodata je fruktoza u acetatni pufer sa enzimom
i nikakve reakcije nije bilo, osim reakcije oksido-redukcije zlata (slika 4.2.1). Ovim
putem dokazalo se da je enzim gluko-oksidaza, koji je rastvoren u puferu, neaktivan
u prisustvu drugih organskih molekula. U drugom krugu je dodata glukoza, i tada se
primeti nastanak pika oksidacije H2O2 i istovremeno smanjenje pika O2 (slika 4.2.2).
U trenutku kada je dodata ve¢a koli£ina glukoze, pik O2 nestaje (slika 4.2.3). Ovo se
de²ava jer je sav kiseonik potro²en za stvaranje H2O2 u reakciji oksidacije glukoze-
oksidaze. Promenom visine pikova na gra�ku cikli£ne voltametrije je dokazano da se
u prisustvu glukoze enzim aktivira i da dolazi do reakcije.
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Slika 4.2.1: Cikli£na voltametrija na zlatnoj elektrodi u prisustvu fruktoze.

Slika 4.2.2: Cikli£na voltametrija na zlatnoj elektrodi u trenutku kada je dodata
mala koli£ina glukoze.
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Slika 4.2.3: Cikli£na voltametrija na zlatnoj elektrodi sa velikom koli£inom
glukoze gde nema pika redukcije kiseonika.

Zbog limitiraju¢eg faktora koncetracije kiseonika, koristi se enzim dehidro-
genaza zato ²to taj enzim skida proton sa glukoze. Detaljni opisi mogu se prona¢i u
radu Narla et al. (2016).

Osim eksperimenata kontinualne oksidacije glukoze, uraženi su i eksperimenti
²arºnog dodavanja rastvora na elektrodu, u kojima se prvo enzim me²a sa glukozom,
ali na takav na£in da kiseonik prilikom mu¢kanja u kiveti difunduje iz vazduha u
rastvor, £ime se optimizuje reakcija. Kiveta sa rastvorom glukoze i enzima se postavi
na vorteks �Biocote� sa 2000 obrtaja po minuti. Uzorak se me²a na vorteksu u
zavisnosti od koncentracije glukoze. Za koncentracije do 16,66 g/L je potrebno manje
od 5 minuta da glukoza preda elektrone enzimu, a za 16,66 g/L je potrebno 10 minuta,
a za najve¢u koncentraciju 33,33 g/L je potrebno 20 minuta. Za to vreme se H2O2

ne raspada. Rezultati su prikazani na slici 4.2.4
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