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Naslov doktorske disertacije:
Voltametrijsko i hromatografsko ponasanje i
odredivanje 6- i 8-supstituisanih hinolina
Rezime:

Kako se ispitivana jedinjenja, 6-aminohinolin (6AQ), 6-hidroksihinolin (6HQ) i
8-hidroksihinolin  (8HQ), sve intenzivnije primenjuju u industriji, poljoprivredi i
medicini, ¢esto se mogu naci kao zagadivaci zivotne sredine. U skladu sa tim, postoji
potreba za formiranjem novih analitickih metoda koje bi omoguéile njihovo Sto
osetljivije, kvalitativno i kvantitativno odredivanje. U okviru ovog rada, ispitano je
voltametrijsko i hromatografsko ponaSanje proucavanih supstanci u cilju kreiranja
elektrohemijske, kao i hromatografske metode za njihovo odredivanje u smesi ili
pojedinacno.

Ispitan je uticaj pH osnovnog elektrolita na izgled UV-vis spektara 6AQ, 6HQ i
8HQ, zatim, na izgled cikli¢nih i diferencijalnopulsnih (DP) voltamograma, pri
dovoljno velikom opsegu potencijala i pri razli¢itim brzinama polarizacije i
amplitudama pulsa. Takode, ispitano je ponasanje datih hinolina pri kontinualnom
cikliranju, bez ¢is¢enja radne elektrode — paste staklastog ugljenika (GCPE). Dobijene
su informacije o oksidabilnosti molekulskih vrsta, vrednostima konstanti pK,, prirodi
elektrohemijskog procesa u pogledu reverzibilnosti i kinetike, kao i podaci 0 osnovnom
elektrolitu najoptimalnije pH vrednosti za odredivanje datog hinolina.

Koriste¢i RM1 ili AM1 semi-empirijske, kvantnohemijske prorac¢une, analizirani
su reakcioni putevi inicijalnog jednoelektronskog, kao i inicijalnog dvoelektronskog
transfera elektrona i pretpostavljeno ponasanje ispitivanih hinolina predlaganjem
najverovatnijin mehanizama elektro-oksidacije. Ispitano je hromatografsko ponasanje
svakog od proucavanih hinolina pri eksperimentalnim uslovima promenljivog udela
organske faze u eluentu primenom reverznofazne HPLC tehnike (RP-HPLC).

Kombinacijom voltametrijskih i teorijskih proucavanja zakljueno je da je
elektrohemijska oksidacija 6AQ, 6HQ i 8HQ dvoelektronski, ireverzibilan i difuzijom
kontrolisan proces. Prilikom cikliranja rastvora datih jedinjenja na povrsini GCPE
dolazi do formiranja neprovodnog filma polimera. Primenom DP voltametrije odredene

su granice detekcije datih jedinjenja, koje se mogu smanjiti primenom adsorptivne



striping voltametrije. Pronadeni su optimalni uslovi za hromatografsko odredivanje

smese ispitivanih hinolina, odnosno, formirana RP-HPLC metoda.

Kljuéne reci: 6-aminohinolin, 6-hidroksihinolin, 8-hidroksihinolin, pasta od staklastog
ugljenika, ciklicna voltametrija, diferencijalno pulsna voltametrija, elektrohemijska

oksidacija, kompjutacioni metod, racunarska elektrohemija.

Nauéna oblast: Fizicka hemija
UZa naucna oblast: Fizicka hemija zivotne sredine
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Title: Voltammetric and Chromatographic Behaviour and Determination
of 6- and 8-substituted Quinolines
Abstract:

Due to the increased industrial, agricultural and medical use of 6-aminoquinoline
(6AQ), 6-hydroxyquinoline (6HQ) and 8-hydroxyquinoline (8HQ) they are very often
found as environmental pollutants. Therefore, it is necessary to develop new and
sensitive analytical methods for their qualitative and quantitative determination. In this
thesis the voltammetric and chromatographic behaviour of the above mentioned
substances have been thoroughly investigated, using the latest developments in
electrochemical and chromatographic techniques.

The influence of the pH of the supporting electrolyte on the UV-vis spectra,
cyclic voltammograms and differential-pulse (DP) voltammograms, using a wide
potential window, different scan rates and pulse amplitudes, has been investigated.
Additionally, continual cyclic-voltammetric behaviour of the investigated substances
under the condition of no wiping the of the Glassy Carbon Paste (GCPE) working
electrode surface has been investigated. Data such as the molecular species
oxidizability, pK, values, the nature of the electrochemical process (regarding
reversibility and kinetics), the optimal supporting electrolyte pH for the investigated
substances determination have all been obtained.

Using RM1 and AM1 semi-empirical quantum-chemical calculations, the initial
single-electron and two-electron transfer reaction pathways have been computationally
analyzed. The investigated quinolines’ behaviours have been deduced from the most
likely electro-oxidation mechanism proposed. The influence of the variable eluent
content of methanol on each studied quinoline chromatographic behaviour has been
investigated by applying Reverse Phase HPLC (RP-HPLC).

Combining the voltammetric and the computational methods it was concluded
that the oxidation of 6AQ, 6HQ and 8HQ is a two-electron, irreversible, diffusion
controled process. Repeated potential cycling of the invesigated substances solutions
results in the formation of non-conductive polymeric species on the surface of the
working electrode. Using DP voltammetry the limits of detection of 6AQ, 6HQ and
8HQ have been determined. The sensitivity of the determination can be increased using

Adsorptive Stripping DPV. The optimum conditions for the separation and



determination of a mixture of the investigated quinoline mixture have been found, i.e.,
the details of the RP-HPLC method are given.

Keywords: 6-aminoquinoline, 6-hydroxyquinoline, 8-hydroxyquinoline, Glassy Carbon
Paste Electrode, Cyclic Voltammetry, Differential Pulse VVoltammetry, Electrochemical
Oxidation, Computational Methods, Computational Electrochemistry.

Scientific Field: Physical Chemistry
Field of Academic Expertise: Environmental Physical Chemistry
UDC Number:
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1. UVODNI DEO

1.1. UvOD

Hinolini pripadaju grupi heterocikli¢nih jedinjenja koji predstavljaju prekursore
za proizvodnju lekova, pesticida, boja, jedinjenja metalnih kompleksa, rastvarada.’ Neki
derivati hinolina pripadaju jednoj klasi alkaloida®, a poznato je i da se sve intenzivnije
primenjuju u industriji®, poljoprivredi* i medicini®. Neki od hinolina se koriste kao
antimalarici (hlorokin, hinin, meflokin)®®, fungicidi (oksim)®, boje za lekove i hranu (E
104 hinolin Zuta)', herbicidi (,,Assert)'*. Usled toga, razli¢ite forme jednostavnijih
hinolina kao $to su npr. hidroksidi, amini, halogenidi hinolina, se mogu na¢i kao
produkti razradnje nekog sloZenog hinolina u organizmu®, ili kao zagadiva&i Zivotne
sredine™ ™. U skladu sa tim, postoji potreba za poznavanjem osobina i ponasanja kako
sloZzenih derivata hinolina, tako i1 njihovih jednostavnih formi pri razli¢itim uslovima
(uticaj pH sredine, prisustvo drugih molekula sa kojim interaguju, mehanizam
oksidacije ili redukcije, itd.), kao i potreba za formiranjem osetljivih, efikasnih i
selektivnih analitickih metoda koje ¢e obezbediti njihovo kvalitativno 1 kvantitativno
odredivanje.

Ovaj rad predstavlja analizu tri derivata hinolina: 6-aminohinolina, 6-
hidroksihinolina i 8-hidroksihinolina. Proucavanje njihovog ponasanja je izvrSeno
kombinacijom primene eksperimentalnih tehnika (spektrofotometrija, voltametrija,
hromatografija) i1 teorijskih proracuna. Ispitana je moguénost kvantitativnog i
kvalitativnog odredivanja koris¢enjem izabranih voltametrijskih tehnika, kao i HPLC sa
UV-vis detekcijom, pri reverznofaznom, izokratskom rezimu rada. Zahvaljujuéi
rezultatima teorijskih proracuna, omoguéeno je ispitivanje i predlaganje veoma
slozenog mehanizma elektro-oksidacije proucavanih hinolina. Za potrebe ispitivanja
voltametrijskog ponasanja i odredivanje, kao radna elektroda koris¢ena je Cista, ruc¢no
izradivana pasta od staklastog ugljenika, koja je za proucavane sisteme, koji su zahtevali
koriS¢enje znaCajanog udela organske faze, kao i jednostavno obnavljanje povrsine,

predstavljala pravi izbor.
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Ova studija otvara nove perspektive u razumevanju komplikovanih mehanizama
elektrohemijske oksidacije heterociklicnih fenola i arilamina. Od znacaja je za

metoda.

1.2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je ispitivanje voltametrijskog i hromatografskog ponasanja,
proucavanje mehanizma elektrohemijske oksidacije, kao i formiranje metoda za $to
osetjivije, selektivnije i efikasnije kvalitativno i kvantitativno, elektrohemijsko i
hromatografsko odredivanje 6-aminohinolina (6AQ), 6-hidroksihinolina (6HQ) i 8-
hidroksihinolina (8HQ),

Najpre ¢e biti ispitane spektrofotometrijske osobine, odnosno uticaj pH
vrednosti osnovnog elektrolita na izgled UV-vis spektara proucavanih hinolina.
Koriste¢i RM1 ili AM1 semi-empirijske, kvantnohemijske proracune, analizirani su
reakcioni putevi inicijalnog jednoelektronskog, kao i inicijalnog dvoelektronskog
transfera elektrona. Na osnovu izracunatih energija jonizacije, toplota formiranja i
spinske gustine pojedinih molekulskih vrsta, trebalo bi pretpostaviti ponasanje
ispitivanih hinolina predlaganjem najverovatnijih mehanizama elektro-oksidacije.

Voltametrijskom analizom bi trebalo dobiti podatke o uticaju pH osnovnog
elektrolita na izgled ciklicnih i diferencijalnopulsnih voltamograma, pri dovoljno
velikom opsegu potencijala i pri razli¢itim brzinama polarizacije, odnosno amplitudama
pulsa. Takode, potrebno je prouciti ponasanje ispitivanih supstanci pri kontinualnom
cikliranju, bez cisc¢enja elektrode. 1z ovih eksperimentalnih podataka bi trebalo dobiti
informacije o oksidabilnosti molekulskih vrsta, vrednostima konstanti pK,, prirodi
elektrohemijskog procesa u pogledu reverzibilnosti, kinetike, adsorpcije, kao i podatke
o osnovnom elektrolitu najoptimalnije pH vrednosti za kvalitativno odredivanje datog
hinolina. Po zavrSetku voltametrijske analize potrebno je proveriti uskladenost ovako
dobijenih, eksperimentalnih podataka za dati hinolin sa teorijski predvidenim podacima

0 njegovom ponasanju i mehanizmu elektrohemijske oksidacije.
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Za kvalitativno i kvantitativno elektrohemijsko odredivanje i odredivanje
granice detekcije koristice se diferencijalno pulsna voltametrija (DPV). Za svaki
ispitivani hinolin potrebno je proveriti da li na odredenim potencijalima pokazuje
tendenciju za adsorpciju na povrsini elektrode, pri kom potencijalu je maksimalna
adsorpcija, kao i ispitati uticaj vremena akumulacije na intenzitet DPV signala. Svrha
ovog eksperimenta je utvrdivanje mogucnosti povecanja osetljivosti odredivanja,
adsorpcijom ispitivanog analita na povrsinu radne elektrode.

U cilju dobijanja §to osetljivije HPLC metode za selektivno kvalitativno 1
kvantitativno odredivanje smese 6AQ, 6HQ i 8HQ potrebno je ispitati ponasanje svakog
od proucavanih hinolina pri eksperimentalnim uslovima promenljivog sastava eluenta,

odnosno, udela organske faze u eluentu.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. ISPITIVANE SUPSTANCE | RADNA ELEKTRODA

8HQ, slika 2.1, je posle EDTA najc¢esc¢e koris¢eno kompleksirajuce sredstvo u

analiti¢koj hemiji.'*'® Samo jedinjenje 8HQ, ili u formi Cu kompleksa, Cu(8HQ),, ima

19721 "%to mu omoguéava primenu u poljuprivredi, kao

23,24

izuzetne fungicidne sposobnosti
pesticid?, ili kozmetidkoj industriji, kao konzervans, baktericid ili dezinficijens
Moderna tehnologija izrade monitora tipa organskih light-emitting dioda (OLED)
ukljutuje primenu jedinjenja Al i 8HQ, Tris-8-hidroksihinolato-aluminijum®. Nova
farmakoloska ispitivanja ukazuju na to da bi 8HQ mogao da nade svoju primenu i kao

lek za skra¢ivanje tretmana aktivne i latentne tuberkuloze?.

Slika 2.1. Strukturna formula 8-hidroksihinolina.

6HQ, slika 2.2, je u poslednje dve decenije veoma proucavano jedinjenje, kako
sa fundamentalnog, tako i sa prakticnog aspekta. Posebnu paznju privlaci istrazivanje u

oblasti foto-indukovanog proton ili elektron transfera 6HQ*~*°

, Fluorescentncije
6HQ®*"®, kao i nekih drugih njegovih foto-fizickih osobina®°. 6HQ predstavlja
hromoforni deo molekula mnogih alkaloida koji pokazuju npr. fungicidnu (Disomadin

A)*" anti-aritmi¢nu (kupreidin) aktivnost*®. Nedavno je pronadeno da derivati 6HQ
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pokazuju izuzetnu intracelularnu inhibitornu aktivnost i selektivnost prema virusu
Hepatitis B.*

Slika 2.2. Strukturna formula 6-hidroksihinolina.

Aminohinolini (AQ) imaju Siroku primenu u industriji kao farmaceutici, boje i
pesticidi.®® Na slici 2.3 prikazana je strukturna formula 6-aminohinolina. Posto se
javljaju i kao proizvod nepotpunog sagorevanja odredenih organskih jedinjenja u
motorima automobila®’, predstavljaju polutante Zivotne sredine. Medunarodna agencija
za istraZivanje kancera je neke AQ klasifikovala u grupu verovatnih ljudskih

karcinogena (grupa 2A).*

Slika 2.3. Strukturna formula 6-aminohinolina.

U okviru ove studije voltametrijsko ponasanje i odredivanje izabranih jedinjenja
¢e po prvi put biti ispitano na pasti staklaskog ugljenika (Glassy Carbon Paste
Electrode, GCPE)43, kao radnoj elektrodi. Ova elektroda zadrzava karakteristike ¢vrstog
staklaskog ugljenika: (1) primena u Sirokom opsegu potencijala za anodna ispitivanja,
(2) mali otpor 1 velika osetljivost odredivanja (daje jasno definisane, uske pikove,

velikog intenziteta), (3) hemijska inertnost, (4) nepermeabilnost gasova i tecnosti, (5)
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kompatibilnost sa organskim rastvara¢ima®. Uzev§i u obzir da se pasta staklastog
ugljenika ru¢no izraduje, koriS¢enjem praha staklastog ugljenika sfernih cestica i
vezivnog ulja®, postoji moguénost njene impregnacije razli¢itim alternativnim
jedinjenjima, $to omogucava kreiranje potpuno nove elektrode, u skladu sa

eksperimentalnim zahtevima, i na taj nacin pro§iruje mogucnost istrazivanja.

2.2. ELEKTRODE OD UGLJENICNE PASTE

Prvi rad o elektrodi koja je nazvana pasta ugljenika je objavljen od strane
Adamsa (1958).%° Tako su njegova istraZivanja bila usmerena ka formiranju kapljuée
ugljeni¢ne elektrode, koja je trebalo da predstavljala analog kapljucoj zivinoj elektrodi
u anodnoj oblasti, ovom prilikom otkrivena je nova elektroda koja je imala
konzistenciju paste. Prva Adamsova elektroda od ugljeni¢ne paste (CPE) nastala je
mesanjem 1 g grafitnog praha i 7 mL bromoforma. Ovaj dogadaj predstavlja istorijski
trenutak jer oznacava pocetak elektrohemijskog ispitivanja anodno aktivnih jedinjenja.
U periodu od 1959. god. do pogetka devedesetih, trend u razvoju CPE je bio slede¢i*’:

1959-1963: Postuliranje prvih i osnovnih elektrohemijskih karakteristika CPE.

1964-1990: Pojava modifikovanih CPE i elektroda sa elektrolitom kao

vezivnom tecnoScu.
Pocetkom devedesetih, istrazivacka grupa profesora Svancare prvi put uvodi elektrodu

od paste staklastog ugljenika (GCPE)*® 5!

, Cija je glavna prednost, u odnosu na do tada
koris¢ene CPE, moguénost koriS¢enja u prisustvu velike koncentracije organskog
rastvaraca (do 90 vol. % metanola).

Svancara i sar. (1995)>? su prvi put proucavali povrsine razliitih ugljeni¢nih
pasta koristeci skenirajuci elektronski mikroskop u cilju ispitivanja uticaja vezivnog ulja
I ugljenicnog praha na formiranje odredene mikrostrukture elektrodne paste. Ovo
istrazivanje je pokazalo da su razli¢ite fizicko-hemijske karakteristike koriS¢enih ulja
(Trikrezil fosfata, TKF 1 NuZola, N), kao 1 srecificne osobine korS¢enih prahova
staklastog ugljenika (Sigradur K, S-K i Sigradur G, S-G) i grafitnog praha
(multikristalni grafitni prah, RW-B), uzrok znacajnih promena u mikrostrukturi

ispitivanih elektrodnih pasta dobijenih meSanjem pomenutih ulja i prahova (RW-
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B/TKF, RW-B/N, S-K/N, S-G/N). Na osnovu rezultata autora i rezultata koje su citirali,
pri ¢emu su se ispitivani elektrodni materijali koristili kao elektrode u realnim
elektrohemijskim merenjima, zaklju¢eno je da je mikrostruktura povrSine paste
odgovorna za postojanje odgovarajuc¢ih elektrodnih kvaliteta: elekrohemijsko
(voltametrijsko) ponasanje, reproduktivnost, podobnost za depoziciju zivinog filma.

U ovoj studiji su prvi put istaknute prednosti elektrode izradene od paste
staklastog ugljenika (S-K/N, S-G/N ili GCP) u odnosu na elektrodu izradenu od
ugljeni¢ne paste (RW-B/TKF, RW-B/N ili CP). Neke od prednosti koje su autori istakli
su: (1) pogodnost u pogledu depozicije zivinim filmom, jer GCP pokazuju veéu
provodljivost, osetljivost i hemijsku stabilnost od CPE, (2) Siri opseg potencijala u
kome se GCP moze koristiti, (3) niska pozadinska struja kod GCP. Ove prednosti su
posledica fizickih osobina pojedina¢nih sfernih Cestica staklastog ugljenika: pravilan i
gladak oblik, mala sposobnost adsorpcije, neznatna poroznost i nepropustljivost za
gasove 1 te¢nosti.

Wang i sar. (2001)* su se nadovezali na ispitivanja grupe profesora Svancare i
opisali elektrohemijsko ponasanje i elektroanaliticke performanse GCPE. U tu svrhu,
oni su koristili Cetiri vrste elektroda, ¢vrst staklast ugljenik (GCE) 1 tri elektrode
dobijene meSanjem slede¢ih komponenti: (1) prah staklastog ugljenika (veliine Cestica
20-50 pm)/mineralno ulje (GCPE,); (2) prah staklastog ugljenika (veli¢ine Cestica
0,4—12 um)/mineralno ulje (GCPEy); (3) grafitni prah/mineralno ulje (CPE). Zakljucili
su da se elektronemijska reaktivnost ispitivanih elektroda menja na sledeé¢i nacin: GCE
> GCPE > CPE.

GCE > GCPE usled toga sto neprovodno mineralno ulje u GCPE nepovoljno
uti¢e na brzinu prenosa elektrona,

GCP > CPE usled toga $to gusto pakovane, neporozne sfere staklastog ugljenika
pokazuju bolju elektron-transfer kinetiku od mikroporozne neuniformne strukture
grafitnog praha.

Elektrohemijsku reaktivnost, takode, odreduje i maseni odnos praha staklastog ugljenika
i ulja u GCPE. Uoceno je da se maksimalna struja pika dobija pri 70% masenom udelu
praha staklastog ugljenika.

Opseg potencijala, oko 2 V, u kom se GCPE moze koristiti, uski pikovi velikog

intenziteta i njihova Siroka analitiCka primena, kao biosenzori ili senzori metala u
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tragovima, su neke od karakteristika koris¢ene elektrode u ovom radu. Njena znacajna
osobine je kompatibilnost sa osnovnim elektrolitima koji sadrze zna¢ajan udeo organske
faze. Zatim, mogucnost jednostavnog cis¢enja, odnosno, obnavljanja njene povrsine je
od narocitog znacaja kod proucavanja jedinjenja koje se elektrohemijski polimerizuju na

povrsini elektrode.

2.3. POLAROGRAFSKO I VOLTAMETRIJSKO PONASANJE I
ODREDIVANJE IZABRANIH DERIVATA HINOLINA

Stock (1944)° je prvi put ispitao polarografsko ponasanje 8HQ koriste¢i kapljuéu
zivinu elektrodu kao radnu elektrodu. U okviru ispitivanog pH opsega (2—-12) 8HQ daje
jedan polarografski talas. U pH opsegu 2,7-5,2 desava se 2e  redukcija, pri ¢emu
nastaju di-hidro 8HQ derivati koji, zatim, podlezu polimerizaciji. U pH opsegu 6,3-6,7
deSava se 4¢” redukcija pri ¢emi nastaju tetra-hidro derivati 8HQ. Najpre dolazi do
formiranja di-hidro 8HQ wvrsta (2e” redukcija), koji podlezu daljoj 2e” redukciji.
Novoformirane vrste se vezuju i formiraju polimere.

Yang i sar.>* su ispitivali elektrohemijsku oksidaciju 8HQ u Sirokom opsegu pH
vrednosti koriste¢i CPE, GCE i Pt, kao radne elektrode, Ag/AgCl referentnu elektrodu 1
Pt Zicu, kao pomo¢nu elektrodu, dok je CV bila metoda koriS¢ena za ispitivanje.
Osnovni rastvor 8HQ je dobijen rastvaranjem 8HQ u etanolu. Na ciklovoltamogramima
dobijenim snimanjem 0,1 mM rastvora 8HQ u 0,1 M acetatnom puferu pH = 6, brzina
skeniranja 50 mV/s, na CPE, GCE i Pt moZe se uociti jedan oksidacioni pik na
potencijalima 0,63 V, 0,66 Vi 0,59 V, respektivno.

Promena struje pika i potencijala pika sa brzinom skeniranja je ispitana na GCE i
CPE. CV je pokazano da je oksidacioni pik 8HQ ireverzibilan pri osegu brzine
skeniranja 20-500 mV/s. Zavisnost logl, = f (logv) je linearna sa nagibima 0,60 za GCE
i 0,55 za CPE, iz Cega je zakljuCeno da je proces elektro-oksidacije kontrolisan
uglavnom difuzijom, pri ¢emu je adsorpcija viSe izrazena na GCE nego na CPE.
Adsoprpcija je potvrdena i tako Sto je radena 1 min akumulacija na povrsini elektroda, u
rastvoru 8HQ koncentracije 2 x 10~ M. Pokazano je da je povecanje intenziteta

oksidacionog pika 90% posle akumulacije na GCE i 70% posle akumulacije na CPE.
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Uticaj pH na intenzitet i poloZaj oksidacionog pika je proucavan koriste¢i GCE u
0,1 M CH3COOH ¢iji pH je podesavan dodatkom HCI ili NaOH. Zavisnost E, = f (pH)

pokazuje tri linearna dela koja se mogu izraziti slede¢im jednacinama:

pH < 5,0 Ep,=1,16 — 0,090 x pH
50<pH<9,8 Ep,=1,00 - 0,065 x pH
pH > 9,8 Ep,=0,58 - 0,015 x pH

Zapazeno je da dva preseka pH = 5,0 i pH = 9,8 odgovaraju pKa i pKa
vrednostima za 8HQ. Pronadeno je da je broj razmenjenih elektrona 2. U opsegu
potencijala od —-0,4 V do +0,8 V na ciklicnom voltamogramu 8HQ postoji jedan
oksidacioni pik. Snimanjem drugog ciklusa (bez prethodnog ¢iSéenja elektrode), pored
pika koji je postojao u prvom cikolovoltamogramu i ¢iji intenzitet je smanjen, uocen je
Jo§ jedan pik, na negativnijem potencijalu od prethodnog. Pove¢anjem opsega do +1,4
V, u drugom ciklusu, uocena je pojava tri pika, odnosno, novog pika u anodnoj oblasti,
koji se nalazio na nizem potencijalu od dva prethodno pomenuta. Snimanjem CV 1,4-
naftohinolina uoceno je da se polozaj njegovog oksidacionog pika poklapa sa
potencijalom ovog treceg pika.

Zima i sar. (2005)*° su objavili studiju vezanu za voltametrijsko odredivanje 3-,
5- i 6-aminohinolina (AQ) na CPE. Oni su pronasli optimalne uslove za odredivanje
ispitivanih supstanci primenom DPV 1 AdSDPV, kao 1 limit njihovog odredivanja, koji
je reda veli¢ine 1 x 10~ M. Takode su pokazali da je moguce izvrsiti razdvajanje
nekoliko parova izomera aminohinolina (8- i 3-AQ; 8- i 6-AQ) u smesi, primenom
DPV.

Stoica i sar. (2005)> su objavili DPV i AdSDPV odredivanje 8AQ koriste¢i
CPE. Optimalni uslovi (pH osnovnog elektrolita, vreme akumulacije) odredivanja 8AQ
su pronadeni. U 0,1 M H3PO, je moguce odrediti 8AQ ¢ = 2 x 10°° M primenom DPV,
dok se primenom AdSDPV u 0,1 M NaOH limit odredivanja (LOQ) smanjuje 10 puta.
U radu su pronadeni uslovi za DPV odredivanje 8AQ 1 SAQ u smesi.

Nemcova i sar. (2009)* su primenili voltametriju sa jednosmernom strujom,
AdSDPV i HPLC sa elektrohemijskom i UV/Vis detekcijom za odredivanje 5-amino-6-
nitrohinolina (5SA6NQ) na CPE. Tom prilikom je iskoriS¢en potencijal supstance da se

oksiduje ili redukuje. CV je iskoriS¢ena za elektrohemijsku karakterizaciju ispitivanog
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jedinjenja. Pronadeno je da je limit detekcije (LOD) za SA6NQ 2 x 10°° M za anodnu
DPV, dok je za HPLC sa UV-vis detekcijom u osnovnom elektrolitu BR/MeOH, 1,1 x
107" M. Prakti¢na primena formirane metode je izvriena na realnim uzorcima iz reke.
Yuanyuan i sar. (2011)°*’ su za odredivanje 8HQ koristili elektrodu viSeslojne
ugljenicne nanotube/Nafion/staklasti ugljenik. U ciklovoltamogramima 8HQ, na
koris¢enoj elektrodi, katodni pik se ne pojavljuje, Sto je ukazalo na ireverzibilnost
procesa. Oni su pronasli da je LOD za DPV odredivanja 8HQ 9 x 107° M, da je jedan
elektron razmenjen u toku elektro-oksidacije, pri ¢emu nastaje radikal, 8HQ". Efekat

adsorpcije nije imao uticaj na povecéanje osetljivosti odredivanja.

10
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. METODE
3.1.1. Cikli¢na voltametrija

3.1.1.1. Opsti deo

Cikli¢na voltametrija predstavlja jednu od najcesce koris¢enih tehnika za
kvalitativno ispitivanje elektrohemijskih reakcija.”®® Na osnovu ciklovoltametrijskih
ispitivanja moze se dobiti mnosStvo informacija o ispitivanom redoks sistemu od kojih
su neke: na kom potencijalu elektrohemijska reakcija pocinje, stepen reverzibilnosti
reakcije, prisustvo konsekutivnih elektrohemijskih stupnjeva u mehanizmu reakcije,
prisustvo hemijskih stupnjeva, kao i na njihov redosled, da li su ucesnici u reakciji
rastvorni u elektrolitu ili su adsorbovani na elektrodi, i ako su adsorbovani, koji tip
adsorpcije je prisutan.®? Cikli¢na voltametrija je esto tehnika koja se primenjuje prva u
okviru neke elektroanaliticke studije.63

Ovu tehniku karakteriSe promena potencijala elektrode konstantnom brzinom, v
(brzina polarizacije), od pocetnog potencijala E; do potencijala E, a zatim ponovo do
pocetne vrednosti Ej, slika 3.1.a%. Istovremeno se belezi zavisnost struje od vremena
tokom promene potencijala elektrode, slika 3.1.b.%°

Posto je vremenska osa istovremeno i osa potencijala, uobicajeno je da se
rezultati prikazuju kao zavisnost struje od potencijala, kao $to je prikazano naslici 3.1.c.
Ovakav nacin prikazivanja omogucava de se odmah uoci potencijal elektrode na kome
se odigrava elektrohemijska reakcija kao i da se jednostavno uporede struje pri promeni
potencijala od E; do E; i od E, do E;. Zavisnost struje od potencijala elektrode koja je

prikazana na slici 3.1.c naziva se cikli¢ni voltamogram.®®

Za neku elektrohemijsku reakciju:
Red = Ox +ne”

karakteristiCan izgled ciklicnog volamograma sa strujnim pikom se kvalitativno moze

objasniti na slede¢i nacin:

11
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Kada se pri promeni potencijala od negativnijih ka pozitivnijim vrednostima dode do

potencijala na kom pocinje oksidacija vrste Red, struja postaje veca od nule,

koncentracija vrste Red uz elektrodu postaje ne$to manja nego u dubini rastvora, a

koncentracija vrste Ox postaje vec¢a od nule. Drugim re¢ima, uspostavlja se gradijent

koncentracije vrsta Red i Ox uz elektrodu. Gradijent koncentracije reaktanta Red

prikazan je krivom a na slici 3.2%”. Sa daljom promenom potencijala ka pozitivnijim

vrednostima koncentracija reaktanta uz elektrodu dalje opada, a koncentracioni

gradijent raste (krive b, c i d na slici 3.2), §to dovodi do povecanja struje. Struja Ce rasti

sve dok raste gradijent koncentracije tj. dok koncentracija reaktanta ne padne na nulu

(krive e i f naslici 3.2).

T

—_

Elektrodni potencijal
m
~N

M
T

Vreme

T T T T
(a) ~ (b) -
&
3
- g .
% O
>
3
1 L L )
2A 0 \ 2\

Gustina struje
o

AE,
._.’I k_

Ep_k Epa

Elektrodni potencijal

Slika 3.1. Promena potencijala u cikli¢noj voltametriji (a)°°; promena gustine struje sa

vremenom u ciklicnoj voltametriji (b)%; cikli¢ni voltamogram (c)®®.

12
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¢ Red(xlt)

CRed 1,0 |52 — -

08 m

e
0,4 f Udaljenje potencijala

od ravnotezne vrednosti
0,2 _

0'0 ] ] ]
Rastojanje od elektrode

Slika 3.2. Koncentracioni profili elektroaktivne vrste A. Krive ogovaraju
potencijalima: a) Ec—90 mV, b) E;~50 mV, ¢) E, = 0 mV, d) E,+28 mV, e) E,+128
mV, f) E,+280 mV.%’

Nakon toga, gradijent koncentracije opada, jer se difuzioni sloj §iri u rastvor, §to dovodi
do pada vrednosti struje. Rezultat toga je pojava strujnog pika na voltamogramu. Struja
koja se registruje nakon pojave strujnog pika je grani¢na difuziona struja, jer je koncen-
tracija reaktanta uz elektrodu jednaka nuli. Zbog toga ova struja ne zavisi vise od poten-

.o y . - e 7
cijala, ve¢ iskljugivo od vremena.®

U celoj oblasti potencijala gustina struje je utoliko veca ukoliko je veca brzina
linearne promene potencijala. To se deSava zato Sto se pri veéim brzinama linearne
promene potencijala do date vrednosti potencijala dolazi brze, tako da difuzioni sloj ima
manje vremena da se prosiri u rastvor i da tako smanji gradijent koncentracije. Kada se
promeni smer promene potencijala, pocinje da raste struja redukcije vrste Ox sve dok
koncentracija uz elektrodu ne padne na nulu i tada se ponovo javlja strujni pik.

Strujni pik na delu krive za oksidaciju vrste Red naziva se anodni strujni pik, a
strujni pik na delu krive koji odgovara redukciji vrste Ox se naziva katodni strujni pik.
Karakteristicne vrednosti jednog ciklicnog voltamograma su: gustina struje anodnog

pika jpa, gustina struje katodnog pika jok, potencijal anodnog pika E,. i potencijal

13
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katodnog pika Epk. Na ciklicnom voltamogramu 3.1.c®® oznaGene su pomenute

karakteristi¢ne vrednosti.

3.1.1.2. Reverzibilni sistem

68,69

U slucaju reverzibilnog sistema brzina prenosa elektrona pri svim

potencijalima je znatno veca od brzine masenog transporta elektroaktivnih vrsta i samim
tim na povrsini elektrode stalno postoji Nernst-ovska ravnoteza. Struja pika za
reverzibilni redoks par, za difuzijom kontrolisan proces, je data Rendls-Sevéikovom

jedna¢inom koja se na temperaturi od 25 °C mozZe napisati kao:
3
|, =2,69-10°-A-n’2.D’2 .v/2 .C,

C . . o 2
|, — struja pika izraZena u amperima, A — povrSina elektrode izraZzena u cm®, D —

difuzioni koeficijent izrazen u cm?S™, v — brzina promene potencijala izraZena u Vs,

C, — koncentracija oksidovane Vvrste izrazena kao molem 2,

Odavde se vidi da je struja proporcionalna kvadratnom korenu brzine polarizacije i
kvadratnom korenu koeficijenta difuzije, $to zna¢i da se sa povecanjem brzine

polarizacije elektrode, v, povecava i struja pika |, kao §to je prikazano na slici 3.3.

Iz Randles-Sevcik-ove jednacine proizlazi da struja pika zavisi od:
» koncentracije elektroaktivne vrste

difuzionog koeficijenta

broja izmenjenih elektrona

veli¢ine povrsine elektrode

YV V Y V

brzine promene potencijala.

14
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.8
EA
iz

-
Potencijal

V2

Slika 3.3. Cikli¢ni voltamogrami pri razli¢itim brzinama skeniranja, vi, va, v3.%°

Osnovni kriterijumi reverzibilnosti elektrodnog procesa:

> razlika potencijala katodnog i anodnog pika je konstantna i na T = 25 °C je
priblizno™ 59/n mV. Pri ponovljenim snimanjima (ciklusima) uspostavlja se

stacionarno stanje’® pri kome je razlika potencijala 58/n mV;

apsolutna vrednost razlike E, i Ep2 je na navedenoj temperaturi jednaka 56,5/n mV;
struje katodnog i anodnog pika su posle izvesnog broja cikliranja jednake;*®

struja pika je proporcionalna v*?;

potencijal pika je nezavisan od brzine promene potencijala;

vV ¥V V VYV V

pri potencijalima ,,iza Ep*, kvadratni koren recipro¢ne vrednosti struje je srazmeran

vremenu’?.

3.1.1.3. Ireverzibilni sistem

Kada je brzina prenosa elektrona nedovoljna da omoguéi povrSinsku
Nernstovsku ravnotezu, radi se o ireverzibilnom sistemu®®’3. Oblik ciklovoltamograma

se menja u odnosu na ciklovoltamogram reverzibilnog sistema, i zavisi od brzine

15
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polarizacije. Sa porastom brzine polarizacije raste i brzina masenog tranasporta tako da
ove dve veli¢ine postaju uporedive i dolazi do remeéenja ravnoteze na provrsini

potencijala katodnog i anodnog pika sa pove¢anjem brzine polarizacije.

Struja pika ireverzibilnog procesa na 25 °C je data relacijom:

I, =299-10° n-(a-n,)?-A.- D2 v .C,

Sve veli€ine imaju isto znaCenje kao i1 kod reverzibilnog sistema, pri ¢emu je

o—koeficijent prenosa elektrodne reakcije.

Moguce je da isti elektrodni proces pri niskim brzinam promene potencijala bude
reverzibilan, a da pri veé¢im brzinama postaje ireverzibilan. Izmedu ta dva slucaja
postoji oblast u kojoj se elektrohemijski proces odvija kao kvazireverzibilan.
Kvazireverzibilni procesi se javljaju kada postoji ogranicenje u brzini prenosa elektrona.
Ovaj prelaz od reverzibilnog preko kvazireverzibilnog do potpuno ireverzibilnog
sistema se moze zapaziti na dijagramu prikazanom na slici 3.4, koji daje zavisnost I, od

172
V/.

I /
g y
/

/

o e /
reverzibilan
/

> SIS oA
// ireverzibilan

vle

Slika 3.4. Dijagram zavisnosti struje pika od kvadratnog korena brzine promene
potencijala.®*™
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Najsigurnija identifikacija ireverzibilnosti nekog elektrohemijskog procesa je
odsustvo reverzibilnog cikolovoltametrijskog pika. Medutim, u nekim slucajevima pik
se moze javiti kao posledica neke naknadne i vrlo brze hemijske reakcije te ga ne treba
odmah i bez drugih provera pripisati reverzibilnosti elektrohemijskog procesa. Danas,
na osnovu Matsudinih parametara postoje opsSte prihvaceni uslovi koje moraju da
ispunjavaju vrednosti standardne konstante brzine prenosa elektrona ko (izrazena u
cms ') i brzine promene potencijala v da bi se elektrodni proces svrstao u jednu od

grupa reverzibilnosti:

za revrzibilne procese ko > 0,3-v'2
za kvazireverzibilne 2x10°v2 < ko <0,3-v12
za ireverzibilne ko <2x10°.v¥2,

Kod elektrohemijskih ireverzibilnih procesa povratna reakcija je toliko spora da se

moze zanemariti.

3.1.2. Diferencijalno pulsna voltametrija

Diferencijalno pulsna voltametrija®®’*" (DPV) je voltametrijska tehnika kod
koje se posmatra razlika izmedju dve struje, prve koja se meri odmah posle zavrsetka
zadavanja pulsa i druge koja se meri nekoliko milisekundi pre pocetka zadavanja pulsa.
Pocetni potencijal se povecava tako da se dobija oblik stepenica. Puls je konstantne
visine, 10 ili viSe puta manji nego ,,stepenica™ talasa (slika 3.5). Razlika izmedju dve
merene struje u tackama 112, (I, — I7) koja je prikazana na slici 3.5 dovodi do nastanka

pika prikazanog na slici 3.6.

Struja koja odgovara piku je data izrazom:

o n-F-A-D2c Ll_gj
(ﬂ-'tm)%

l+o

tn je vreme posle primene pulsa, o se racuna po formuli, dok ostale oznake imaju
napred pomenuto znacenje.
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3]

AE je amplituda pulsa; maksimalna vrednost G_—G] je jednaka jedinici.
+0

0.5 -5s 50 ms

J JJL*{%”

Slika 3.5. Izgled promene potencijala kod DPV.*®

t/s

1.0
=< o5
= Wi
00|
| | | | |
0.2 0.1 0.0 0.1 0.2
n(E-Ep)/V

Slika 3.6. Izgled DPV pika.”
Potencijal pika E, sluZzi za identifikaciju vrsta koje se oksiduju ili redukuju.

Polusirina pika se ra¢una na slede¢i nacin:

352-R-T
W, =2oe Rl
b n-F
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i trebalo bi da ima vrednost 90,4/n mV na 25 °C, $to nam ukazuje na to da pikovi
razdvojeni 50/n mV bi trebalo da se vidno razlikuju, odnosno, mogu da se posmatraju

posebno.

3.1.3. Adsorptivna striping voltametrija

Adsorptivna striping voltametrija®®®®

(AdSV) predstavlja voltametrijsku tehniku
u kojoj dolazi do prekoncentracije, odnosno, akumulacije ispitivane vrste na povrsini
radne elektrode, adsorpcijom. Nakon kratkog akumulacionog perioda primenjuje se
neka od voltametrijskih tehnika za detekciju povrsinske koncentracije analita. U skladu
sa tim, ako se koristi DPV, metoda je AASDPV. Ova metoda veoma cesto pokazuje
povecanje osetljivosti odredivanja, odnosno najmanji LOD kako organskih tako i
neorganskih analita, u odnosu na neku drugu voltametrijsku metodu, primenjenu bez

prekoncentracionog koraka.

3.1.4. Reverznofazna hromatografija

Tecna hromatografija u kojoj se razdvajanje molekula analizirane smeSe
ostvaruje na osnovu razlike u njihovoj polarnosti, koriS¢enjem nepolarane, hidrofobne
stacionarne faze i polarne mobilne faze, naziva se reverznofazna hromatografija
(Reversed Phase Chromatography, RP-C)"®®. To je jedna od najeiée koris¢enih
hromatografskih tehnika u modernoj analiti¢koj hemiji.84 Princip ovakvog nacina
razdvajanja je baziran na tendenciji onih molekula smeSe koji su najvise polarni
(najhidrofilniji) da se eluiraju na pocetku, dok se najmanje polarni (najhidrofobniji)
molekuli, eluiraju na kraju, odnosno, ostaju najduZe zadrzani na koloni.* RPC se koristi
za razdvajanje kako nepolarnih jedinjenja, tako i polarnih, nejonskih i jonskih, npr.,
organskih kiselina, vitamina, nukleotida, proteina (pri specifi¢nim uslovima).®®°

Kao stacionarna faza najcesce se koristi materijal izgraden iz SiO; ili nekog
polimera (npr. metakrilata, polistiren divinil benzen), kao nosaca, za koga su kovalentno
vezani ugljovodini¢ni lanci (C4-, C8-, C18- i C30-kolona), ugljovodoni¢ni lanac+fenil
grupa (fenil kolona), ugljovodoni¢ni lanac+cijano grupa (cijano kolona).”* Jedna od

osnovnih karakteristika stacionarne faze je hidrofobnost.”* Kapacitet zadrzavanja zavisi

19



Doktorska disertacija Milica C. Stevi¢

od nacina na koji je povrSina stacionarne faze modifikovana i od njene specificne
povrdine. C18 materijal ima najveéu hidrofobnost.®® Poveéanjem ugljovodoni¢nog
lanca, smanjuje se kapacitet kolone i javlja se sterni efekat. Smanjenjem
ugljovodoni¢nog lanca, analit ¢e imati manje mesta za vezivanje. Povecanjem
specifine povrSine nosaca (npr., smanjenjem veli¢ine njegovih pora), javlja se vise
mesta za vezivanje ugljovodoni¢nih lanaca, a samim tim i povecanje hidrofobnosti
stacionarne faze.*!

Kao mobilna faza koristi se rastvarac ili smeSa rastvaraca koji su veoma polarni.
Najces¢e je u pitanju vodeni rastvor koji sadrzi manji zapreminski udeo nekog
organskog rastvarata (metanol, acetonitril, izopropanol, tetrahidrofuran).®

Retenciono vreme nekog jedinjenja je odredeno njegovom polarnoscu, kao i
eksperimentalnim uslovima: sastavom mobilne faze, tipom kolone i temperaturom.®®
Postoje nacini na koje se manipulisanjem navedenih uslova uti¢e na retenciono vreme

date komponente.””

15 14 5

Wk
[+ ]

._.'JLJLJL_.J __r U

0 4 QO 4 8 Q 4 8 12 min

Slika 3.7. Uticaj duzine alkil lanca stacionarne faze na retenciono vreme. %

Smanjenje retencionog vremena se moze ostvariti*® 0%

> Upotrebom polarnije kolone (npr. C4 umesto C8 ili C18)%, slika 3.7*%,

» Poveéanjem udela organskog rastvarata u mobilnoj fazi*®, slika 3.8,

» Koris¢enjem istog udela manje polarnog organskog rastvaraca (od prethodno
koris¢enog) u eluentu®

» Povecanjem temperaturegg.
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Slika 3.8. Uticaj udela metanola na retenciono vreme®®.

3.2. REAGENSI | HEMIKALIJE

6AQ (95%), 6HQ (95%), 8HQ (99%) i prah staklastog ugljenika, koji se sastoji iz
sfernih Cestica dijametra 2—12 um, su nabavljeni od Sigma-Aldrich-a (Poole, UK).
Metanol (HPLC cisto¢e) je kupljen od J.T.Baker-a (Deventer, Holandija). Parafinsko
ulje (Nujol), orto-fosforna kiselina, borna kiselina, sir¢etna kiselina i natrijum hidroksid
su kupljeni od Merck-a (Darmstadt, Nemacka). Dejonizovana voda je dobijena
koris¢enjem Ultra Clear Basic SG Water aparata (SG Wasseraufbereitung GmbH,

Nemacka).
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3.3. INSTRUMENTI

Sva voltametrijska merenja su izvedena koriste¢i kompjuterizovan voltametrijski
sistem CH Instruments (Austin, SAD) koji koristi voltametrijski softver CHI (Version
4.03) osim merenja vezanih za AdSDPV koja su izvrSena na Methrohm 797 VA
Computrace instrumentu (Herisau, Svajcarska).

Troelektrodni sistem se sastojao iz GCPE, kao radne elektrode, zasi¢ene
kalomelove elektrode (ZKE), kao referentne elektrode, u odnosu na koju su dati svi
pomenuti potencijali u radu, i Pt Zice, kao pomoc¢ne elektrode. Medusobni polozaj
elektroda je odgovarao trougaonoj geometriji. Merenja pH su izvrSena koriste¢i pH-
metar, model 744, snabdeven kombinovanom staklenom pH elektrodom i
temperaturskim senzorom, Metrohm (Herisau, Svajcarska).

Spektrofotometrijska snimanja su izvrSena na spektrofotometru Cintra GB-10
UV-vis (GBC Scientific Equipment Pty Ltd., Australija) pri ¢emu su kori$¢ene kvarcne
kivete ¢iji je opticki put 1,00 cm.

Hromatogrami su snimani na te¢nim hromatografu visokih performansi (HPLC)
Proizvodac: Bischoff,

Kolona: PRONTOSIL 120-5-C18 ace-EPS 5,0 um
Dimenzije kolone: 120 x 4,6 mm

Detektor: UV-vis detektor, Lambda 1010

Pumpa: Bischoff 2250

Zapremina petlje: 20 pL.

3.4. PROCEDURE
3.4.1. Rac¢unske metode

Semiempirijski AM1 metod (Austin Model 1)** (koji je uklju¢en u molekulsko-
orbitalni paket MOPAC 97'® deo Chem3D Pro 5.0 paketa, CambridgeSoft
Corporation) je primenjen za dobijanje toplote nastajanja (AHg) i spinske gustine
ispitivanih vrsta. Ovaj metod je dovoljno tacan, tako da ima veoma korisnu prediktivnu

mo¢, i dovoljno brz da omoguéi ispitivnje oligomera'® **?. Energije jonizacije (E;)
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razli¢itih kiselinsko-baznih vrsta ispitivanin molekula, kao i E; njihovih produkata
oksidacije su izratunate koristeéi RM1 metod (Reparameterized AM1 method)™®
(poboljsana verzija AMI1 metode ukljuéena u MOPAC 2009, kao deo paketa
ChemBio3D Ultra 12.0, CambridgeSoft Corporation). Solvatacioni efekti su uzeti u
obzir koriste¢i COnductor-like Screening MOdel (COSMO)™* da bi se aproksimirao
efekat vode koja se nalazi u okruzenju analiziranog molekula. Uradena je i
konformaciona analiza intermedijera. Sterna energija je minimizirana koriste¢i MM2

molecular mechanics force-field metod®®.

Ulazni fajlovi za semi-empirijske
kvantnohemijske prorac¢une dimernih 8HQ, 6HQ i 6AQ intermedijera predstavljali su
najstabilnije konformacije ispitivanih molekulskih struktura. Optimizacija geometrije je
izvedena primenom Eigenvector Following procedure™®. Ograni¢en Hartree—Fock
metod je koriS¢en za ispitivanje molekula i jona, dok je neograni¢en Hartree—Fock

metod koriS¢en za ispitivanje slobodnoradikalskih vrsta.
3.4.2. Priprema rastvora i radne elektrode

3.4.2.1. Elektrohemijska analiza

& Osnovni rastvor 8HQ, koncentracije 1 x 107 M, je pripremljen rastvaranjem 145,16
mg 8HQ u metanolu u normalnom sudu zapremine 100 mL. RazblaZeniji rastvori 1 x
10° M i1 x 10™* M su pripremani serijskim razblaZivanjem osnovnog rastvora
metanolom. Spektrometrijskim ispitivanjem je pokazano da je osnovni rastvor
stabilan bar tri meseca, dok su razblaZeniji rastvori 1 x 10° M i 1 x 10* M
pripremani nedeljno.

& Osnovni rastvor 6HQ, koncentracije 1 x 107 M, je pripremljen rastvaranjem 145,16
mg 6HQ u metanolu u normalnom sudu zapremine 100 mL. RazblaZeniji rastvori 1 x
10° M i 1 x 10* M su pripremani serijskim razblaZivanjem osnovnog rastvora
metanolom. Spektrometrijskim ispitivanjem je pokazano da je osnhovni rastvor
stabilan bar tri meseca, dok su razblaZeniji rastvori 1 x 10° M i 1 x 10°* M
pripremani nedeljno.

& Osnovni rastvor 6AQ, koncentracije 5 x 10 M, je pripremljen rastvaranjem 360,43

mg 6AQ u metanolu u normalnom sudu zapremine 50 mL. Razblazeniji rastvori 1 x
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10°Milx10°M su pripremani serijskim razblazivanjem osnovnog rastvora
metanolom. Spektrometrijskim ispitivanjem je pokazano da su i osnovni rastvor i
rastvor koncentracije 1 x 10 M stabilni bar tri meseca, dok je rastvor 1 x 10 M
pripreman nedeljno.

Briton—Robinson-ov (BR) pufer je pripreman mesanjem odgovaraju¢ih zapremina
kisele 1 bazne komponente. Kisela komponenta pufera predstavlja meSavinu 0,04 M
orto-fosforne kiseline, 0,04 M borne kiseline i 0,04 M sircetne kiseline, dok je
bazna komponenta 0,2 M rastvor natrijum hidroksida. Osnovni elektrolit je dobijen
mesSanjem BR pufera odgovaraju¢e pH vrednosti i metanola u odnosu 80:20 (v/v).
Termin osnovni elektrolit odredene pH, znaéi da se radi o pomenutoj smesi (BR
pufer odgovaraju¢e pH vrednosti 1 metanola u odnosu 80:20 (v/v)), kao osnovnom
elektrolitu, koja ima odreden pH.

GCPE je pravljena meSanjem 250 mg praha staklastog ugljenika i 90 uL. Nujol-a u
avanu sa tuCkom, dok se ne dobije homogena pasta. Ovom pastom se puni

teflonsko, cilindri¢no telo elektrode, precnika 2 mm i1 duzine 20 mm.

3.4.2.2. Spektrofotometrijska analiza
Rastvor za spektrofotometrijsko ispitivanje koncentracije 3 x 10> M dobijen je
rastvaranjem 300 pL rastvora ispitivanog hinolina koncentracije 1 x 10° M u
osnovnom elektrolitu odgovaraju¢e pH vrednosti, u normalnom sudu zapremine 10

mL.

3.4.2.3. HPLC analiza

Rastvori pojedina¢nih hinolina za HPLC snimanja su pravljeni na slede¢i nacin:

*

rastvaranjem 600 pL rastvora 8HQ koncentracije 1 x 107 M u metanolu u
normalnom sudu zapremine 10 mL dobijen je rastvor 8HQ koncentracije 87,1
mg/L;

rastvaranjem 600 pL rastvora 6HQ koncentracije 1 x 107 M u metanolu u
normalnom sudu zapremine 10 mL dobijen je rastvor 6HQ koncentracije 87,1

mg/L;
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*

rastvaranjem 500 pL rastvora 6AQ koncentracije 1 x 10> M u metanolu u
normalnom sudu zapremine 10 mL dobijen je rastvor 6AQ koncentracije 72,1
mg/L.

Standardni rastvori kori$¢eni za kalibraciju pri formiranju HPLC metode su pravljeni na

slede¢i nacin:

*

rastvor gde je koncentracija 6AQ 101,6 mg/L, koncentracija 6HQ 100,9 mg/L,
koncentracija 8HQ 100,9 mg/L, (std. 100.1) dobijen je rastvaranjem 3,52 mL 6AQ
koncentracije 1 x 102 M, 3,48 mL 6HQ koncentracije 1 x 102 M i 3,48 mL 8HQ
koncentracije 1 x 10 M u metanolu u normalnom sudu zapremine 50 mL;
rastvor gde je koncentracija 6AQ 101,6 mg/L, koncentracija 6HQ 100,9 mg/L,
koncentracija 8HQ 201,8 mg/L, (std. 100.2) dobijen je rastvaranjem 3,52 mL 6AQ
koncentracije 1 x 10 M, 3,48 mL 6HQ koncentracije 1 x 10> M i 6,96 mL 8HQ
koncentracije 1 x 10> M u metanolu u normalnom sudu zapremine 50 mL;
rastvor gde je koncentracija 6AQ 10,16 mg/L, koncentracija 6HQ 10,09 mg/L,
koncentracija 8HQ 10,09 mg/L, dobijen je razblazenjem std. 100.1 metanolom 10
puta;
rastvor gde je koncentracija 6AQ 10,16 mg/L, koncentracija 6HQ 10,09 mg/L,
koncentracija 8HQ 20,18 mg/L (std 10), dobijen je razblaZzenjem std. 100.2
metanolom 10 puta;
rastvor gde je koncentracija 6AQ 50,8 mg/L, koncentracija 6HQ 50,5 mg/L,
koncentracija 8HQ 100,9 mg/L (std 50), dobijen je razblaZzenjem std. 100.2
metanolom 2 puta;
rastvor gde je koncentracija 6AQ 1,02 mg/L, koncentracija 6HQ 1,01 mg/L,
koncentracija 8HQ 2,02 mg/L, dobijen je razblazenjem std. 100.2 metanolom 100
puta.
Eluent za HPLC je predstavljao smeSu metanola (MeOH) i BR pufera pH = 7,00,
razblazenog 10 puta, €iji je konacan pH iznosio 7,28, u slede¢em zapreminskom
odnosu:

MeOH:BR pufer (pH 7,28) = 80:20

MeOH:BR pufer (pH 7,28) = 50:50

MeOH:BR pufer (pH 7,28) = 20:80.
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3.4.3. Snimanje ciklovoltamograma i DP voltamograma

Najpre se u elektrohemijsku ¢eliju doda 20 mL osnovnog elektrolita pH ~2 i
snimi cikli¢ni voltamogram i DP voltamogram u odgovaraju¢em opsegu potencijala.
Zatim se u prisutni osnovni elektrolit doda 200 plL osnovnog rastvora ispitivane
supstance koncentracije 1 x 10 2M tako da se dobije rastvor koncentracije 1 x 10~ M.
Nakon homogenizacije ovog rastvora, ostvarene primenom mehanicke mesalice 10 s,
isto toliko se ostavi da se uravnotezi rastvor, a zatim se snimi cikli¢ni voltamogram pri
slede¢im brzinama skeniranja: 10, 20, 50, 100 1 200 mV/s za 6HQ 1 8HQ, i pri 5, 10, 20
50 1 100 mV/s za 6AQ. Na ovaj nacin dobijeni su cikli¢ni voltamogrami za rastvor
koncentracije ispitivane supstance 1 x 10~* M pri pH ~2.

Za pomenuti rastvor (koncentracija ispitivane supstance 1 x 10~ M pri pH ~2) se
snimaju kontinualni cikliéni voltamogrami, u istom opsegu potencijala kao 1 cikli¢ni
voltamogrami. Snimano je 50 ciklusa pri brzini polarizacije 50 mV/s. Nakon snimanja
kontinualnih cikli¢nih voltamograma, za isti rastvor (koncentracija ispitivane supstance
1 x 10™* M pri pH ~2) snimljeni su DP voltamogrami. Kori§¢ena brzina polarizacije pri
ovom snimanju za sva tri ispitivana jedinjenja je 20 mV/s pri amplitudi pulsa: 5, 10, 25,
50 i 100 mV. U sluc¢aju 6AQ cikli¢ni voltamogrami su snimani za duzi opseg
potencijala, za rastvor koncentracije 4 x 10~* M.

Pre pocetka snimanja i cikliénih 1 DP voltamograma povrSina radne elektrode se
ocisti prevlacenjem preko nakvasenog filter papira tako da je svaki voltamogram
dobijen da ¢istoj, novoj povrsini elektrode. Suprotno tome, pri dobijanju kontinualnih
ciklicnih voltamograma, pre pocetka snimanja radna elektroda se oc€isti i fiksira i ne
pomera dok se ne zavrsi snimanje ciklovoltamograma svih pedeset ciklusa.

Zatim, na gore opisane nacine su snimljeni cikli¢ni, kontinualni cikli¢ni i DP
voltamogrami i za pH opseg 3—12, tako da su ovom prilikom za pH opseg 2-12

dobijeni podaci za proucavanje voltametrijskog ponasanja 6AQ, 6HQ i 6HQ.
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3.4.4. Snimanje AdSDP voltamograma

Ova vrsta snimanja se sastoji iz odredivanja najoptimalnijeg potencijala
depozicije (akumulacije), Egep 1 odredivanja najoptimalnijeg vremena depozicije
(akumulacije) tgep.

Ispitivanje mogucnosti depozicije je vrseno koriste¢i onaj osnovni elektrolit koji
je sluzio za snimanje kalibracionih krivih, dok je izabrana koncentracija ispitivanog
analita predstavljala najmanju koncentraciju kvantifikovanja analita. Odredivanje Egep S€
vrsi tako $to se rastvor odgovarajuée koncentracije ispitivane supstance 1 min podvrgne
fiksiranom potencijalu koji je za oko 100 mV nizi od potencijala oksidacionog pika, i

zatim se snima DP voltamogram**’

. Onda se isti rastvor podvrgava potencijalima za oko
200, zatim 300, 400 mV itd. nizim od potencijala oksidacionog pika, pri ¢emu se nakon
svake depozicije na pomenutim potencijalima snima DP voltamogram. Ovaj postupak
se zavrsava snimanjem DP voltamograma nakon depozicije na 0 V. Struje DP pikova
(I) dobijene nakon snimanja na razli¢itim navedenim potencijalima se izmere i onaj
potencijal koji daje najvecu struju pika se uzima kao najoptimalniji Egep. Pre pocetka
snimanja svakod novog DP voltamograma GCPE se Cisti na nakvaSenom filter papiru.
U toku jednominutne depozicije na odredenom potencijalu, rastvor se meSa mehuri¢ima
azota. Po zavrSetku depozicije, meSanje prestaje, rastvor da se uravnotezi 10 s i bez
promene geometrije sistema (nema pomeranja polozaja elektroda, ni ¢is¢enja GCPE)
snima se DP voltamogram.

Odredivanje najoptimalnijeg vremena depozicije je izvedeno tako Sto se za gore
pomenut rastvor na izabranom Ege, vrsila depozicija razli¢ito vreme (npr. za 6AQ tyep: O,
5, 10, 20, 30, 60, 150, 300 1 600 s), nakon cega su snimljeni DP voltamogrami u
odgovaraju¢em opsegu potencijala i za svaki pik izmerene lp. Ono tgep, kome odgovara

DP voltamogram sa najvecom |, je izabrano za optimalno tgep.
3.4.5. Snimanje kalibracionih dijagrama
Nakon snimanja DP voltamograma za svaku od ispitivanih supstanci u osnovnim

elektrolitima pH opsega 2—12, izabran je najoptimalniji osnovni elektrolit na kome

struja DP pika ima najveéi intenzitet (npr. za 8HQ osnovni elektrolit pH = 9,00 je
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izaban). Zatim se snime DP voltamogrami za koncentracione opsege (1—10) x 107" M,
(1-10) x 10°° M i/ili (1-10) x 10> M, izmere se I, DP voltmograma za svaku
koncentraciju i konstruie zavisnost I, u funkciji koncentracije analita (c).

Sa grafika koji je dobijen za najmanji ispitivani ospeg koncentracija ocita se
odsecak na y-0si (Yo), i odredi se standardna devijacija (o), merenja. U skladu sa
metodom datom od strane Miller-a'*® granica detekcije (limit of detection, LOD) za
ispitivano jedinjenje je x-koordinata one tacke na grafiku ¢ije y-koordinata predstavlja

zbir yp i trostruke vrednosti c.

3.4.6. Snimanje hromatograma
Za odgovarajuce rastvore, hromatogrami su snimani u duplikatu. U okviru faze pred
kalibaciju ispitano je ponaSanje odgovarajuc¢ih komponenti smese, dok su u okviru faze

kalibracije smimljeni hromatogrami rastvora std 10, std 50 i std 100.2. U petlju

zapremine 20 pL injektirano je 100 pL svakog od hromatografski ispitivanih rastvora.
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4 REZULTATI

4.1. SPEKTROFOTOMETRIJSKA STUDIJA
ISPITIVANIH HINOLINA

Poznavanje spektrofotometrijskog ponasSanja ispitivanih hinolina je neophodno za
proucavanje voltametrijskog i hromatografskog ponaSanja, kao i za izvodenje teorijskih

prorac¢una u cilju predlaganja elektro-oksidacionog mehanizma.

4.1.1. UV-vis spektar 6AQ

U spektrofotometrijskoj studiji sprovedenoj od strane Armarego-a i Chai-a'*®
pokazano je da 6AQ ima dve kiselinsko-bazne ravnoteze, (NH'/N) kojoj odgovara pKa;
= 1,63 i (NH3"/NH,) kojoj odgovara pKq, = 5,59. 1z UV-vis spektra (slika 4.1) se moze
videti da 6AQ u ispitivanom pH opsegu 2—12 pokazuje apsorpcione maksimume na 259

nm i 241 nm.

T T T -[——r—[—r—
250 300 350 400 450 500
A/nm

Slika 4.1. UV-vis spektar 3 x 10> 6AQ u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol,
80:20 (v/v), pH: 1,98 (1); 3,03 (2); 4,01 (3); 4,94 (4); 6,05 (5); 7,08 (6); 8,01.
(7);.8,89 (8); 9,90 (9); 10,80 (10); 11,82 (11).
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4.1.2. UV-vis spektar 6HQ

U spektrofotometrijskoj studiji sprovedenoj od strane Bardez-a i sar.}?
pokazano je da 6HQ ima dve kiselinsko-bazne ravnoteze, (NH'/N) kojoj odgovara pKas
= 517 i (OH/O") kojoj odgovara pKs = 8,88. Na osnovu UV-vis spektra 6HQ
prikazanog na slici 4.2 moze se zapaziti da ovo jedinjenje u ispitivanom pH opsegu

2-12 pokazuje prisustvo tri apsorpciona maksimuma i to na 244 nm, 227 nm i 247 nm.

450 500
A/ nm

Slika 4.2 UV-vis spektar 3 x 10~ 6HQ u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol,
80:20 (v/v), pH: 1,98 (1); 3,03 (2); 4,01 (3); 4,94 (4); 6,05 (5); 7,08 (6); 8,01 (7); 8,89
(8); 9,90 (9); 10,80 (10); 11,82 (11).
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4.1.3. UV-vis spektar 8HQ

U spektrofotometrijskoj studiji sprovedenoj od strane Mottola i Freiser-a'*
pokazano je da 8HQ ima dve kiselinsko-bazne ravnoteze, (NH'/N) kojoj odgovara pKas
= 4,85 i (OH/O) kojoj odgovara pKas = 9,95. Na osnovu UV-vis spektra 8HQ
prikazanog na slici 4.3 moze se zakljuciti da ovo jedinjenje u ispitivanom pH opsegu

2-12 pokazuje apsorpcione maksimume na 251 nm, 240 nm i 253 nm.

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

250 300 350 400 450
Al nm

Slika 4.3. UV-vis spektar 3 x 10> M 8HQ u osnovnom elektrolitu BR
pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH: 1,98 (1); 3,03 (2); 4,01 (3); 4,94 (4); 6,05 (5); 7,08
(6); 8,01 (7); 8,89 (8); 9,90 (9); 10,80 (10); 11,82 (11).
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4.2. KVANTNOHEMIJSKA STUDIJA ISPITIVANIH HINOLINA

U cilju interpretacije elektrohemijske oksidacije hinolina, teorijski, upotrebom
kompjuterskih proracuna, analizirani su reakcioni putevi inicijalnog jednoelektronskog,

kao i inicijalnog dvoelektronskog transfera elektrona.
4.2.1. Teorijski aspekti 6AQ

Poznata kiselinsko-bazna ravnoteza 6AQ (1 — 2, pKay = 1,63; 2 —> 3, pKyp =
5,59; shema 4.1)*'° ukazuje na stvaranje trikatjonskih radikala [H-6-QNH3]*" (4),
dikatjonskih radikala [6-QNH3]™*" (5) i monokatjonskih radikala [6-QNH,]" (vrsta
predstavljena u shemi 4.1 kao rezonantni hibrid) (6), usled inicijalne jednoelektronske
oksidacije [H-6-QNH3]* (1), [6-QNHs]" (2) i [6-QNH,] (3), respektivno (shema 4.1).

Shema 4.1. 6AQ kiselinsko-bazne ravnoteze i inicijalna elektro-oksidacija.
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RM1/COSMO kompjuterski proracuni energija jonizacije (E;) razlicitih
kiselinsko-baznih vrsta 6AQ su pokazali da oksidabilnost tih vrsta raste na sledeci
naéin: [H-6-QNHs]** (1, E; = 10,18 eV) < [6-QNH3]" (2, Ei = 9,61 eV) < [6-QNH,] (3,
Ei = 8,15 eV) (tabela 4.1), odnosno, oksidabilnost 6AQ raste sa porastom pH.

Tabela 4.1. Energije jonizacije (E;) razlicitih kiselinsko-baznih 6 AQ vrsta.

Vrsta | [H-6QNH,J?* | 6-ONHs" | 6-QNH, | [H-6-ONH]®* | [6-QNH,]?* | [6-ONH,]™ | [6-QNH]'

Ei

10,18 961 | 815 11,39 10,72 9,70 9,12
(eV)

Inicijalno formiranje [H-6-QNH;] ™" vrsta (4) se o&ekuje da je dominantno pri
pH < 1,6 gde je vise od 50% 6AQ molekula u diprotonovanom obliku [H-6-QNH3]**.
[6-QNH3]™" vrste (5) bi inicijalno mogle biti formirane u znacajnim koli¢inama samo u
pH oblasti 1,6 <pH < 5,6 gde vise od 50% 6AQ molekula postoji u monoprotonovanom
obliku [6-QNH3]*. Inicijalno formiranje [6-QNH,]™ vrsta je ocekivano da bude
dominantno pri pH > 5,6 gde vise od 50% 6AQ molekula postoji u neprotonovanom
obliku.

Jednom formirane na povrsini elektrode, [H-6-QNH3]™" i [6-QNH3]™>"
radikalske vrste, kao mnogo kiselije od svojih roditeljskih vrsta, [H-6-QNHs]* i [6-
QNHa]", respektivno, bivaju podvrgnute brzoj deprotonaciji do [6-QNH,]™" u kiselom
vodenom rastvoru. Uzevsi u obzir Cinjenicu da je pK, katjonskog radikala anilina
7,05,"% moze se pretpostaviti da neutralni radikali [6-QNH]" (10, shema 4.1), formirani
deprotonacijom [6-QNH,]™", preovladuju u baznom vodenom rastvoru, dok [6-QNH,]™"
preovladuju u kiselom rastvoru. Posto su slobodni radikali veoma reaktivne vrste moze
se pretpostaviti da ¢e oni stupati u reakcije rekombinacije. Na osnovu napred navedenih
zakljudaka sledi da ¢e rekombinacije [6-QNH,]™ i [6-QNH]" predstavljati osnovne 6AQ
dimerizacione puteve, koji prate inicijalnu jednoelektronsku oksidaciju u kiselom i

baznom vodenom rastvoru, respektivno, shema 4.1.
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Regioselektivnost formiranja 6AQ dimera rekombinacijom [6-QNH2]™" (11,
shema 4.2) i [6-QNH]" (10, shema 4.3) je analizirana koriste¢i AMI1/COSMO
kompjuterski proracun. Ovim prora¢unima odredena spinska gustina ukazuje na to da
su, za obe vrste, [6-QNH,]™" i [6-QNH]’, (sheme 4.2 i 4.3) C2, C4, C5, C7 i Nnp2 glavna
reakciona mesta na kojima se deSava povezivanje navedenih slobodnih radikala. U
skladu sa Hammond-ovim postulatom'®, regioselektivnost ovih reakcija nije
kontrolisana stabilno$¢u kona¢nog produkta dimera (13, shema 4.2 i 17, shema 4.3) ve¢
je odredena stabilno$¢u njegovih intermedijera (12, Shema 4.2 i 16, shema 4.3) koji su

strukturno sli¢ni odgovarajuc¢im prelaznim stanjima (aktivacionim kompleksima).

Shema 4.2. Dimerizacija 6AQ katjonskog radikala ([6-QNH,]™) pracena
dvoelektronskom oksidacijom formiranog dimera. Spinska gustina osnovnih reakcionih
mesta [6-QNH,] " je, takode, data.
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Shema 4.3. Dimerizacija 6AQ radikala ([6-QNH]) pracena dvoelektronskom
oksidacijom formiranog dimera. Spinska gustina osnovnih reakcionih mesta [6-
QNH] je, takode, data.

Na osnovu AM1/COSMO proracuna pokazano je da je C5-C5 povezivanje
dominantan 6AQ dimerizacioni put u kiselim rastvorima, npr. u sluéaju [6-QNH]"
rekombinacije (shema 4.2, tabela 4.2), dok NH-C5 povezivanje dimera preovladuje pri
rekombinaciji slobodnih radikala [6-QNH]" u alkalnim rastvorima (shema 4.3, tabela
4.3). Dvoelektronska oksidacija formiranih C5-C5 (13, E; = 8,02 eV) i NH-C5 (17, E;
= 8,11 eV) 6AQ dimera, koji imaju nes$to manju E; u odnosu na odgovarajuce 6AQ
monomere, kako je potvrdeno RM1 proracunima, vodi ka formiranju odgovarajucih
hinonoidnih jedinjenja u obliku razli¢itih kiselinsko-baznih formi (14 i 15, shema 4.2,
18119, shema 4.3).
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Tabela 4.2. Toplote nastajanja, AH;, 6AQ dikatjonskog dimer-intermedijera

formiranog u reakciji rekombinacije [6-QNH,]™ radikala, izra¢unate koristeéi
AM1/COSMO metod.

Nacin AH; Nacin AH; Nacin AH;
ovezivanja | kcal mol™ povezivanja kcal mol™ povezivanja  kcal mol™

Cc2-C2 349,9 C4-C4 349,2 C5-C7 331,8
C2-C4 349,1 C4-C5 332,9 C5-NH, 324,6
C2-C5 331,1 C4-C7 345,9 Ccr-C7 348,7
C2-C7 344,3 C4-NH, 336,8 C7-NH, 340,8
C2-NH, 338,5 C5-C5 318,5 H,N-NH, 368,6

Znatno manja oksidabilnost, odnosno, znatno visa E; katjonskih radikalskih vrsta
[H-6-QNH3]”" (4, E; = 11,39 eV), [6-QNH3]*" (5, Ei = 10,72 eV) i [6-QNH,]™"
(rezonantni hibrid 6, E;= 9,70 eV) u poredenju sa njihovim roditeljskim vrstama [H-6-
QNH3]** (1), 6-QNH3" (2) i 6-QNH, (3), respektivno (tabela 4.1, shema 3.1) ukazuje na
to da su elektrodni potencijali koji odgovaraju jednoelektronskoj oksidaciji katjonskih
radikala [H-6-QNHs]™", [6-QNH3]™" i [6-QNH,]™ visi u poredenju sa elektrodnim
potencijalima koji odgovaraju njihovom formiranju. Energija jonizacije radikala [6-
QNH]’ (10, Ej = 9,12 eV) je znatno niza u poredenju sa katjonskim radikalskim vrstama
([H-6-QNH3] ", [6-QNH3]™" i [6-QNH2]™), $to ukazuje na to da se inicijalna
dvoelektronska oksidacija 6AQ vrsta deSava na znatno nizem anodnom potencijalu u
alkalnom nego u kiselom rastvoru.

Pretpostavlja se da 6AQ, sli¢no drugim arilaminima kao $to je anilin, koji ne
daje stabilno hinonoidno jedinjenje usled dvoelektronske oksidacije, daje nitrenijum
katjon [6-QNH]" (8, shema 4.1) kao glavni produkt inicijalne, dvoelektronske
oksidacije u Sirokom pH opsegu. Formirani nitrenijum Kkatjon, kao veoma reaktivna
elektrofilna vrsta, moZe dalje reagovati sa neoksidovanim molekulima 6AQ formirajuci
dimere. Regioselektivnost elektrofilne, aromaticne supstitucione reakcije 6-QNH, sa
nitrenijum katjonom, vodena stabilno$¢u intermedijera katjonskog dimera (20, shema
4.4.)) a ne stabilno$¢u finalnog dimera (17, shema 4.4), u skladu sa Hammond-ovim

postulatom®®, je analizirana AM1/COSMO proradunima.

36



Doktorska disertacija Milica C. Stevié

Tabela 4.3. Toplote nastajanja, AH;, 6AQ dikatjonskog dimer-intermedijera
formiranog u reakciji rekombinacije [6-QNH]" radikala, izra¢unate Koristeci
AM1/COSMO metod.

Nacin AHs Nacin AH¢ Nacin AH;
povezivanja kcal mol™ | povezivanja  kcal mol™  povezivanja kcal mol™

C2-C2 167,3 C4-C4 166,8 C5-C7 141,3
C2-C4 166,0 C4-C5 145,6 C5-NH 115,4
C2-C5 146,8 C4-C7 160,4 C7-C7 157,8
C2-C7 161.8 C4-NH 135,8 C7-NH 131,9
C2-NH 139,2 C5-C5 126,4 HN-NH 119,5

Tabela 4.4. Toplote nastajanja, AH;, 6AQ monokatjonskog dimer-intermedijera

formiranog u reakciji elektrofilne aromati¢ne supstitucije 6-QNH, sa [6-QNH]",
izracunate koriste¢i AM1/COSMO metod.

Nacdin AH; Nacin AH;¢ Nacdin AH;
povezivanja kcal mol™ povezivanja kcal mol™* povezivanja = kcal mol™
C2-C2 258,2 C4-C4 256,7 C5-C7 236,6
C2-C4 257,0 C4-C5 237,3 C5-NH 208,9
C2-C5 237,6 C4-C7 251,9 C7-C7 250,8
C2-C7 254,1 C4-NH 228,0 C7-NH 223,2
C2-NH 230,7 C5-C5 221,1 H2N-NH 236,5

Ovim proradunima je dokazano da je osnovni proizvod reakcije [6-QNH]" vrste
sa 6-QNH, molekulima NH-C5 povezan dimer (tabela 4.4, shema 4.4), koji je, dalje,
podvrgnut dvoelektronskoj oksidaciji do odgovarajuc¢ih hinonoidnih jedinjenja u

razli¢itim kiselinsko-baznim oblicima (18 i 19, shema 4.3).
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N 6-QNH, b NH2

Shema 4.4. Elektrofilna aromati¢na supstituciona reakcija 6-QNH, i nitrenijum
katjona [6-QNH]".
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4.2.2 Teorijski aspekti 6HQ

Poznata kiselinsko-bazna ravnoteza 6HQ (1 — 2, pKay = 5,17; 2 —> 3, pKy2 =
8,88; shema 4.5)'%° ukazuje na to da najpre dolazi do formiranja 6HQ dikatjon radikala,
[H-6-QOH]™" (4), 6HQ monokatjon radikala, [6-QOH]™ (5) i 6HQ neutralnih radikala,
[6-QO]’ (6) usled inicijalne jednoelektronske oksidacije monoprotonovanog 6HQ, [H-6-
QOH]" (1), neutralnog 6HQ, [6-QOH] (2) i deprotonovanog 6HQ, [6-QO] (3),

respektivno (shema 4.5).

1 2
H 1 g N 3
/(I:)I\ S —-H® 2/N 7 —H® & YT Y
N l F 3 ‘ ¢ N ‘ N0
OH - < OH @)

Shema 4.5. Kiselinsko-bazne ravnoteze 6HQ (1-3), jednoelektronski (4-7) i

dvoelektronski oksidacioni produkti (8—10) u vodeno-metanolnom rastvoru.
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AM1/COSMO proracuni energije jonizacije (E;) razlicitih kiselinsko-baznih
formi 6HQ su pokazali da njihova oksidabilnost raste na slede¢i na¢in: [H-6-QOH]" (1,
Ei =9,52 eV) < [6-QOH] (2, Ei = 9,19 eV) < [6-QO] (3, Ei = 8,18 eV) (tabela 4.5), sto
znadi da oksidabilnost raste sa porastom pH. O¢igledno je da bi [H-6-QOH]™*" vrste (4)
mogle biti formirane na pocetku u znatnoj meri samo na visokim oksidacionim
potencijalima na pH < 52 gde visSe od 50%  6HQ molekula postoji u
monoprotonovanom obliku. Nastanak [6-QOH]™" vrsta (5) se oéekuje u velikoj meri u
pH oblasti 5,2 — 8,9 (gde [6-QOH]/[H-6-QOH]" > 1i [6-QOH]/[6-QO] = 1), dok je
nastanak [6-QO]" vrsta (6) dominantan u oblasti pH > 8,9 ([6-QO] /[6-QOH] > 1).
Jednom formirane na povrsini elektrode, radikalske vrste 4, 5 i 6 podlezu procesima

deprotonacije i/ili protonacije u vodeno-metanolnom rastvoru.

Tabela 4.5. Energije jonizacije (E;) razlicitih kiselinsko-baznih 6HQ vrsta.

Vrsta | [H-6-QOH]* | 6-QOH | [6-QO] | [H-6-QNHg]™* | [6-QNHs]™" | [6-QNH,]™ [ [6-QNH]’

E;
(eV)

9,52 9,19 | 8,18 11,39 10,72 9,70 9,12

AM1/COSMO analizom kiselinsko-baznih osobina radikalskih vrsta 4, 5, 6 1 7
(shema 4.5) je utvrdeno da je formiranje katjon radikalske vrste 7 (4H = 132,5 kcal
mol™), u vodeno-metanolnom rastvoru, u okviru celog ispitivanog pH opsega 2-12,
termodinamicki povoljnije da se dogodi nego formiranje [6-QOH]™" vrste (5) (4H =
143,0 kcal mol™) prilikom prakti¢no ireverzibilne deprotonacije [H-6-QOH] ™" vrste (4).
Ovo je u skladu sa nedavno objavljenom studijom o visokoj kiselosti fenol katjonskih
radikala (pK, = —2,75).1%*

[6-QOH]™ wvrste (5) pokazuju neuobicajene kiselinsko-bazne osobine (shema
4.5): one mogu biti ireverzibilno protonovane do [H-6-QOH]*" (4) samo pri super-
kiselim uslovima (pH < -3) u nevodenom rastvoru, dok se prakti¢no ireverzibilna
deprotonacija do [6-QO]" (6) deSava u baznim, neutralnim, kao i kiselim rastvorima
(pH > 0). Nastale [6-QO]’ vrste dalje podlezu reverzibilnoj deprotonaciji do vrste 7. Na
osnovu strukturne sli¢nosti izmedu [H-6-QOH]" (1) i katjon radikalske vrste 7, moze se

pretpostaviti da je kiselost vrste 7 prili¢no sli¢na kiselosti [H-6-QOH]", na primer, pKa
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se o¢ekuje da bude ~ 5. U skladu sa tim, pretpostavlja se da u blizini elektrode, pri pH <
5, dominiraju katjon radikalske vrste 7, dok pri pH > 5 dominiraju [6-QO]" radikalske
vrste (6). Moze se zakljuéiti da, u zavisnosti od kiselosti ispitivanog rastvora, reakcije
rekombinacije reaktivnih radikalskih vrsta 6 i/ili 7 predstavljaju glavne puteve 6HQ
dimerizacije.

Regioselektivnost formiranja 6HQ dimera rekombinacijom [H-6-QOH]*", [6-
QOH]™", [6-QO]' i radikalskih vrsta 7 je analizirana AM1/COSMO metodom. U skladu
sa Hammond-ovim postulatom®, regioselektivnost ovih reakcija nije kontrolisana
stabilno$¢u finalnih produkata (12, 15, 18 i 21, shema 4.6) ve¢ stabilnos¢u intermedijera
(11, 14, 171 20, shema 4.6) koji su strukturno sli¢ni prelaznim stanjima odgovarajucih
vrsta.

Pokazano je da je C5-C5 povezivanje dominantan 6HQ dimerizacioni put i u
kiselim i baznim rastvorima, na primer, u slu¢aju reakcija rekombinacija [H-6-QOH] "
(shema 4.6a, tabela 4.6), [6-QOH]™ (shema 4.6b, tabela 4.7) i [6-QO]" (shema 4.6c,
tabela 4.8), kao i u slucaju rekombinacije katjon radikalskih vrsta 7 (shema 4.6d, tabela
4.9).

Tabela 4.6. Toplote nastajanja, AH; 6HQ tetrakatjonskih intermedijernih dimera
formiranih rekombinacijom radikala [H-6QOH] %", izratunate AM1/COSMO metodom.

Nacin AH; Nacin AH; Nacin AH;
povezivanja kcal mol™ | povezivanja kcal mol™ povezivanja kcal mol™

C2-C2 529,2 C4-C4 523,7 C5-C7 489,6
C2-C4 529,1 C4-C5 511,7 C5-0 524,8
C2-C5 511,5 C4-C7 509,7 C7-C7 497,9
C2-C7 513,7 C4-O 526,8 C7-O 522,5
C2-0 535,4 C5-C5 488.4 0-0 511,9
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Shema 4.6. Formiranje C5-C5 povezanog 6HQ dimera u razli¢itim kiselinsko-baznim
formama (12, 15, 18 i 21) rekombinacijom 6HQ radikala (4, 5, 6 i 7). Dvoelektronska
oksidacija 6HQ dimera do odgovaraju¢ih hinonoidnih jedinjenja razli¢itih kiselinsko-
baznih formi (13, 16 19 i 22). Najstabilniji intermedijeri dobijeni reakcijom
rekombinacije 6HQ radikala 4, 5, 6 i 7 su oznaceni sa 11, 14, 17 i 20, respektivno.

Dvoelektronska oksidacija 6HQ dimera nastalih C5-C5 kuplovanjem razlicitih
kiselinsko-baznih formi (12, 15, 18 i 21, shema 2), koji su oksidabilniji od njima
odgovaraju¢ih 6HQ kiselinsko-baznih formi, kao $to je ustanovljeno AM1/COSMO

proratunima E;, vodi ka formiranju odgovaraju¢ih hinonskih jedinjenja u razli¢itim
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kiselinsko-baznim oblicima (13, 16, 19 i 22, shema 4.6). Ovaj slozeni elektro-
oksidacioni proces predstavlja dvoelektronski transfer po jednom 6HQ molekulu.

Tabela 4.7. Toplote nastajanja, AH; 6HQ dikatjonskog dimernog intermedijera
formiranog reakcijom rekombinacije radikala [6HQ], izradunate AMI1/COSMO

metodom.
Nacin AH; Nacin AH; Nacin AH;
povezivanja | kcal mol™ | povezivanja kcal mol™* povezivanja  kcal mol™
C2-C2 295,7 C4-C5 285,0 C5-0 310,7
C2-C4 295,3 C4-C7 289,8 C7-C7 287,0
C2-C5 283,7 C4-N 275,4 C7-N 273,3
C2-C7 288.5 C4-0O 310,5 C7-0 312,2
C2-N 277,6 C5-C5 265,3 N-O 347,8
C2-0 313,9 C5-C7 278,6 N-N 286,6
C4-C4 295,7 C5-N 267,9 0-0 298,2

Tabela 4.8. Toplote nastajanja, AH;, 6HQ dimer intemedijera formiranih
rekombinacijom [6-QO]’, izra¢unate AM1/COSMO metodom.

Nacin AH: Nadin AH; Nadin AH;
povezivanja = kcal mol > = povezivanja kcal mol ™ povezivanja kcal mol
c2-C2 64,5 C4-C5 43,3 C5-0 29,9
c2-C4 64,0 C4-C7 56,9 C7-C7 50,6
C2-C5 44,1 C4-N 62,4 C7-N 57,5
C2-C7 57,1 C4-0O 50,3 C7-0O 44,6
C2-N 65,5 C5-C5 23,7 N-O 85,1
c2-0 53,0 C5-C7 36,8 N-N 96,2
C4-C4 63,1 C5-N 43,1 0-0 96,1
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Tabela 4.9. Toplote nastajanja, AHz, 6HQ dimer intermedjera formiranog rekombincijom

katjon radikalske vrste 7, izracunate AM1/COSMO metodom.

Nacdin AH: Nadin AH: AH:
povezivanja  kcal mol > = povezivanja kcal mol ™ povezivanja kcal mol ™
C2-C2 280,6 C4-C4 152,6 C5-C7 240,5
C2-C4 276,6 C4-C5 252,6 C5-0 232,6
C2-C5 254.,4 C4-C7 265,9 C7-C7 146,4
C2-C7 265,6 C4-0 256,0 C7-0 246,2
C2-0 258,2 C5-C5 129,9 0-0 297,2

Semi-empirijskim kvantnohemijskim prora¢unima je pokazano da je
oksidabilost radikal/katjon radikal vrsta (4, 5, 6 i 7, shema 4.5) znatno niZa u poredenju
sa njihovim roditeljskim molekulskim vrstama (1, 2 i 3, shema 4.5). Ovo ukazuje na
¢injenicu da su potencijali oksidacije koji odgovaraju formiranju 6HQ fenoksonijum
katjona u razli¢itim kiselinsko-baznim formama ([H-6-QOHJ** (8), [6-QOH]** (9) i [6-
QOJ" (10), shema 4.5) visi u predenju sa potencijalima oksidacije koji odgovaraju
formiranju radikal/katjon radikal wvrsta 4, 5 i 6, respektivno. Formirani 6HQ
fenoksonjum katjon koji je veoma reaktivna elektrofilna vrsta, moze dalje reagovati sa
neoksidovanim 6HQ vrstama, molekulom vode ili molekulom metanola formirajuci
6HQ dimere, dihidroksi hinoline i metoksihidroksi hinoline, respektivno.

AM1/COSMO studija reakcija izmedu razlicitih kiselinsko-baznih formi 6HQ
fenoksonijum katjona i molekula vode ukazuje na to da uglavnom dolazi do formiranja
5,6-dihidroksi hinolina i u kiselom i u baznom rastvoru (23 i 24, shema 4.7, tabela
4.10). 5,6-Dihidroksi hinolin ima nizu E; od 6HQ molekula, kako je odredeno
AM1/COSMO prora¢unima, tako da veoma cCesto biva podvrgnut dvoelektronskoj
oksidaciji do odgovaraju¢eg hininoidnog produkta u razli¢itim kiselinsko-baznim
formama (25-27, shema 4.7) u zavisnosti od pH sredine. Pomenuti proracuni ukazuju,
takode, na dominantno formiranje 5-metoksi-6-hidroksihinolina i u kiselim i u baznim
rastvorima (tabela 4.11) pri reakcijama izmedu razlicitih kiselinsko-baznih oblika 6HQ

fenoksonijum katjona i molekula metanola.
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Shema 4.7. Formiranje 5,6-dihidroksihinolina u monoprotonovanom  (23) i
deprotonovanom obliku (24) u reakciji razlic¢itih kiselinsko-baznih formi 6HQ
fenoksonijum katjona (8-10) sa molekulom vode. Prikazana je i dvoelektronska
oksidacija  prethodno formiranih  5,6-dihidroksihinolina  do  odgovarajucih

hihonoidnih jedinjenja u razli¢itim kiselinsko-baznim formama (25-27).
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Tabela 4.10. Toplote nastajanja, AHs, intermedijera formiranih reakcijom razlicitih
kiselinsko-baznih formi fenoksonijum katjona ([H-6-QOH]**, [6-QOH]*" i [6-QO]") i
molekula vode, izraGunate AM1/COSMO metodom.

Nacin Nacin Nacéin
povezivanja AH; povezivanja AH; povezivanja AH;
([H-6-QOHI** | kcal mol™ [6-QOH]* kcal mol™ [6-QO]" kcal mol™

+H,0 +H,0 +H,0

C2-0O 345,3 C2-0 2174 C2-0 108,1
C4-O 339,9 C4-0O 213,0 C4-0O 106,2
C5-0 320,9 C5-0 192,0 C5-0 87,4
C7-O 334,0 C7-O 205,1 C7-O 103,6

Tabela 4.11. Toplote nastajanja, AHy, intermedijera formiranih reakcijom razli¢itih
kiselinsko-baznih formi fenoksonijum katjona ([H-6-QOH]*", [6-QOH]** i [6-QQ]") i
molekula metanola, izra¢unate AM1/COSMO metodom.

Naéin
povezivanja povezivanja AH; povezivanja AH;
[H-6-QOH]** [6-QOH]*  kcalmol™  [6-QO]"  kcal mol™
+MeOH +MeOH +MeOH

C2-0O 358,1 C2-0 229,4 C2-0O 118,1
C4-0O 354,3 C4-0O 224.6 C4-0O 117,4
C5-0 332,5 C5-0 205,0 C5-0 98,8
C7-O 345,2 C7-0 2175 C7-0 114,6
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4.2.3. Teorijski aspekti 8HQ

Poznata kiselinsko-bazna ravnoteza 8HQ (1 — 2, pKa = 4,85; 2 - 3, pKy2 =
9,95,'?! shema 4.8) ukazuje na to da na po&etku dolazi do formiranja monoprotonovanih
8HQ dikatjon radikala [H-8-QOH]*" (4), 8HQ monokatjon radikala [8-QOH]™" (5) i
deprotonovanih 8HQ neutralnih radikala [8-QO]" (6) u toku jednoelektronske oksidacije
monoprotonovanih 8HQ vrsta, [H-8-QOH] (1), neutralnih 8HQ vrsta, [8-QOH] (2) i
deprotonovanih 8HQ vrsta [8-QO] (3), respektivno (shema 4.8).
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Shema 4.8. Kiselinsko-bazna ravnoteza 8HQ vrsta (1-3) i njegovih jednoelektronskih

(4-6) i1 dvoelektronskih (7—9) oksidacionih produkata.
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AM1/COSMO kompjuterskim proracunima energije jonizacije (E;) razli¢itih kiselinsko-
baznih 8HQ wvrsta pokazano je da oksidabilnost 8HQ raste na slede¢i nacin:
monoprotonovani 8HQ ([H-8-QOH]) (E; = 9,37 eV) < neutralani 8HQ ([8-QOH]) (Ei =

9,07 eV) < deprotonovani 8HQ ([8-QQ]) (E; = 8,03 eV). Zakljucuje se¢ da oksidabilnost
8HQ raste sa porastom pH.
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Shema 4.9. Formiranje 8HQ dimera (11, 14 i 17) rekombinacijom radikala i njihova
dvoelektronska oksidacija.

Regioselektivnost 8HQ dimera formiranih rekombinacijom [H-8-QOH]™**, [8-
QOH] ™ i [8-QO] je analizirana AM1/COSMO metodom. U skladu sa Hammond-ovim
postulatom,'® regioselektivnost ovih reakcija nije kontrolisana stabilno§¢u krajnjih
produkata (11, 14 i 17, shema 4.9) ve¢ stabilno$¢u intermedijera (10, 13 i 16, shema

4.9) koji su strukturno sli¢ni odgovaraju¢im prelaznim stanjima.
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Pokazano je da je C5-C5 povezivanje dominantan put dimerizacije u slucaju [H-
8-QOH]™?" reakcije rekombinacije u kiselom vodenom rastvoru (shema 4.9, tabela 4.12),
kao i u slucaju [8-QOH]™" rekombinacije (shema 4.9, tabela 4.13). Pronadeno je da su
C7-C7 povezani 8HQ dimeri, koji su praceni C5-C5 povezanim 8HQ dimerima,
dominantni u slu¢aju rekombinacije [8-QO0)]° koja se deSava u alkalnom rastvoru

(shema 4.9, tabela 4.14).

Tabela 4.12. Toplote nastajanja, AH¢, 8HQ tetrakatjonskih dimer-intermedijera formiranih
u reakciji rekombinacije radikala [H-80HQ]™*" izradunate koriste¢i AM1/COSMO metod.

Nacin AHs Nacin AH;¢ Nacin AH;
povezivanja | kcal mol™ | povezivanja kcal mol™ povezivanja kcal mol™
C2-C2 554,1 C4-C4 41,4 C5-C7 489,6
C2-C4 551,3 C4-C5 511,3 C5-0 5214
C2-C5 525,6 C4-C7 522,0 C7-C7 500,3
C2-C7 525,7 C4-0O 543,5 C7-0 531,3
C2-0 587,0 C5-C5 487,2 0-O 5714

Tabela 4.13. Toplote nastajanja, AH¢, 8HQ dikatjonskih dimer-intermedijera formiranih
u reakciji rekombinacije radikala [BOHQ]™" izradunate koriste¢éi AM1/COSMO metod.

Nadin
povezivanja  kcal mol™
C2-C2 303,1 C4-C5 281,3 C5-0 297,5
C2-C4 302,5 C4-C7 285,2 C7-C7 276,9
C2-C5 282,4 C4-N 2849 C7-N 266,6
C2-C7 289,4 C4-0O 314,8 C7-0 302,8
C2-N 288,2 C5-C5 264,0 N-O 347,5
C2-0 318,0 C5-C7 265,9 N-N 293,3
C4-C4 300,4 C5-N 264,9 0-0 346,1
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Dvoelektronska oksidacija prethodno formiranih 8HQ dimera, koji su
oksidabilniji od pocetnih 8HQ wvrsta ([H-8-QOH], [8-QOH] i [8-QO]) vodi ka
formiranju odgovarajucih hinonskih jedinjenja (12, 15 i 18, shema 4.9). U skladu sa tim,
predlaze se da je inicijalna, jednoelektronska oksidacija 8HQ, koja se dogada na
relativno niskom potencijalu, u Sirokoj pH oblasti, i koja najpre vodi formiranju
odgovarajucih slobodnoradikalskih vrsta, pra¢ena dimerizacijom tih vrsta, pri ¢emu
nastaju odgovaraju¢i 8HQ dimeri, koji se, zatim, dvoelektronski oksiduju do

odgovarajucih hinonoidnih jedinjenja.

Tabela 4.14. Toplote nastajanja, AH;, 8HQ dimer-intermedijera formiranih u reakciji
rekombinacije radikala [BHQ(-H)]’, izratunate koriste¢i AM1/COSMO metod.

C2-C2 67,8 C4-C5 43,0 C5-0 33,1
C2-C4 64,2 C4-C7 45,2 cr-C7 21,2
C2-C5 43,6 C4-N 72,8 C7-N 45,5
C2-C7 47,8 C4-0O 53,5 C7-O 33,1
C2-N 71,1 C5-C5 22,1 N-O 90,4
C2-0 56,2 C5-C7 24,2 N-N 101,7
C4-C4 63,5 C5-N 47,0 0-0O 100,6

Znatno manja oksidabilnost radikal/katjon radikal vrsta (4, 5 i 6, shema 4.8) u
poredenju sa roditeljskim 8HQ molekulskim vrstama (1, 2 i 3, shema 4.8), §to je
pokazano semi-empirijskim AM1/COSMO prorac¢unima, ukazuje na to da su vrednosti
za oksidacione potencijale koji odgovaraju formiranju 8HQ fenoksonijum katjona 7, 8 i
9 (shema 4.8) vise u poredenju sa oksidacionim potencijalima koji odgovaraju
formiranju radikal/katjon radikal vrsta 4, 5 i 6, respektivno.

Rezultuju¢i 8HQ fenoksonijum katjoni, kao visokoreaktivne elektrofilne vrste
mogu reagovati sa neoksidovanim 8HQ molekulima i molekulima vode formirajuci
8HQ dimere i dihidroksihinoline, respektivno. AM1/COSMO rac¢unska studija reakcija
izmedu rezli¢itih kiselinsko-baznih formi 8HQ fenoksonijum katjona i molekula vode

ukazuje na to da uglavnom dolazi do formiranja 5,8-dihidroksihinolina (19) u kiselom

50



Doktorska disertacija Milica C. Stevié

rastvoru i 7,8-dihidroksihinolin (21) u baznom vodenom rastvoru (shema 4.10).
Dvoelektronska oksidacija prethodno formiranog dihidroksihinolina, koji je
oksidabilniji od 8HQ, vodi ka formiranju odgovarajucih jedinjenja tipa naftohinon-a (20
i 22, shema 4.10).

Na osnovu semi-empirijskih kvantohemijskih proracuna predlozeno je da se
nastajanje  8HQ  fenoksonijum  katjona, koje je  praceno  slozenim
hemijskim/elektrohemijskim procesima, deSava na oksidacionim potencijalima veéim
od 1,2 V u vodenim rastvorima za pH opseg 2—12. Ocekuje se, takode, da formiranje
8HQ fenoksonijum katjona zavisi od pH, sli¢éno formiranju odgovaraju¢ih 8HQ

radikal/katjon radikal vrsta.
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Shema 4.10. Reakcije razli¢itih kiselinsko-baznih formi 8HQ fenoksonijum katjona sa

vodom.
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4.3. VOLTAMETRIJSKO PONASANJE I ODREDPIVANJE
ISPITIVANIH HINOLINA

4.3.1. Cikli¢na voltametrija

U cilju razumevanja procesa elektrohemijske oksidacije hinolina na GCPE,
snimljeni su ciklovoltamogrami u opsegu potencijala 0,0—1,2 V ili Sirem, u osnovnom
elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v) pH = 2-12, pri razli¢itim brzinama

polarizacije, kao i kontinualni ciklovoltamogrami.

4.3.1.1. Uticaj pH na ciklovoltametrijsko ponasanje 6AQ
Na slici 4.4a i b su prikazani cikli¢ni voltamogrami 6AQ, dobijeni na ¢istoj GCPE, na
osnovu kojih se moze zakljuciti sledece:
(1) na pH = 2 i pH = 3, u opsegu potencijala 0,9—1,2 V, 6AQ daje dva slabo
razdvojena anodna pika;
(2) u opsegu 4 < pH < 9, u opsegu potencijala 0,5-0,9 V, slika 4.4a i b, krive
3-8, 6AQ daje jedan pik, kao i "rame pika" koje se javlja na nizem
potencijalu u odnosu na dati pik. Sa porastom pH osnovnog elektrolita
intenzitet "ramena pika" raste, da bi se na pH = 10 skoro izjednacio sa
oshovnim pikom;
(3) u opsegu 10 < pH < 12, u opsegu potencijala 0,4-0,7 V slika 4.4a i b, krive
9—-11, zapaza se samo jedan Siroki pik;
(4) sa porastom pH osnovnog elektrolita potencijal/i pika/ova se pomera/ju ka

nizim vrednostima potencijala.

Na osnovu cikli¢nih voltamograma 6AQ koji su snimani u Sirem opsegu potencijala u
odnosu na prethodni, 0,0—1,5 V, u osnovnom elektrolitu pH = 2—12, slika 4.5, moze
zakljuciti sledece:
(5) pri pH <6, slika 4.5a, pored dva jasno izrazena anodna pika, javlja se i tre¢i
anodni pik na potencijalu > 1,2 V;

(6) pri pH > 6, slika 4.5b, na potencijalu > 1,2 V ne pojavljuje se treci pik.
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Slika 4.4. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10™* M 6AQ, dobijeni na &istoj povrsini GCPE, u
osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH (a): 2,00 (1); 3,08 (2); 4,06
(3); 5,05 (4); (b): 5,94 (5); 7,06 (6); 8,03 (7); 8,98 (8); 10,02 (9); 11,01 (10); 12,03
(11); v=5mVI/s.
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Slika 4.5. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10™* M 6AQ snimljeni u Sirem opsegu potencijala, do
1,5 V vs. ZKE, na ¢istoj povrSini GCPE, u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20
(v/v), v =5 mVI/s, pH (a): 2,00 (1), 5,05 (2), 5,94 (3); Strelice pokazuju pik Il koji se
javllanaE>1,2V; (b): 7,06 (1); 8,98 (2); 12,03 (3).
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Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal prvog anodnog CV pika (Epa)
prikazan je na slici 4.6. Moze se zakljuciti da je Ep,—pH zavisnost linearna u celom

ispitivanom pH opsegu, sa jednom promenom koeficijenta pravca.

E |V vs ZKE

Slika 4.6. Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal prvog CV pika; v = 5 mV/s;
6AQ koncentracija 1 x 10~* M. Zeleni kvadrat predstavlja pKs, 6AQ.
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Na slici 4.7 dati su cikli¢ni voltamogrami 6AQ snimljeni pri razli¢itim brzinama
polarizacije. Zavisnost logaritma struje CV pika od logaritma brzine skeniranja, log I, =
f (log v), je linearna (slika 4.7, isecak), gde je korelacioni koeficijent r = 0,9966 a nagib
0,492.
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Slika 4.7. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10 M 6AQ, dobijeni na &istoj povrsini GCPE,
u osnovnom elektrolitu BR buffer/metanol, 80:20 (v/v), pH 2,00, pri razli¢itim
brzinama skeniranja: 5 mV/s (1); 20 mV/s (2); 50 mV/s (3); 100 mV/s (4); 200 mV/s
(5). Zavisnost logaritma struje prvog, anodnog CV pika, log I, od logaritma brzine

skeniranja, log v, data je u isecku.
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4.3.1.2. Uticaj pH na ciklovoltametrijsko ponasanje 6HQ
Na slikama 4.8a i b i 4.9ai b su prikazani cikli¢ni voltamogrami 6HQ, dobijeni na ¢istoj
GCPE, na osnovu kojih se moze zakljuciti sledece:
(1) pri brzini polarizacije 50 mV/s, slika 4.8a i b, krive 1-11 javlja se samo

jedan anodni pik u okviru celog ispitivanog pH opsega 2—-12;

I/ pA
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E/V vs ZKE
Slika 4.8. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10~ M 6HQ, dobijeni na &istoj povrsini GCPE,
u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20% (v/v), pH (a): 2,00 (1); 2,95 (2);
3,99 (3); 4,96 (4); 6,03 (5); (b): 7,10 (6); 8,09 (7); 9,00 (8); 9,95 (9); 11,05 (10);
11,93 (11); v =50 mV/s.

57



Doktorska disertacija Milica C. Stevié

(2) pri brzini polarizacije 10 mV/s, slika 4.9a i b, pri:
e pH <~ 3 posle glavnog oksidacionog pika, javlja se mali pik

e pH >~ 3 posle glavnog oksidacionog pika, nema pojave malog pika.
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Slika 4.9. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10 M 6HQ snimljeni na &istoj povrsini
GCPE, u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), v = 10 mV/s, pH (a):
2,00 (1), 2,95 (2); (b): 3,99 (1); 6,03 (2); 9,00 (3).
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Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal glavnog anodnog CV pika (Epa)
prikazan je na slici 4.9. Moze se zakljuciti da je Epa—pH zavisnost linearna u celom

Ispitivanom pH opsegu, sa dve promene koeficijenta pravca.

E |V vs ZKE
=
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Slika 4.10. Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal glavnog CV pika; v = 100
mV/s; 6HQ koncentracijal x 10~ M. Zeleni kvadrati predstavljaju 6HQ pKay i

pKa2 (s leva na desno).
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Na slici 4.11 dati su cikliéni voltamogrami 6HQ snimljeni pri razli¢itim
brzinama polarizacije. Zavisnost logaritma struje CV pika od logaritma brzine
skeniranja, log 1, = f (log v), je linearna (slika 4.11, isecak), gde je korelacioni
koeficijent r = 0,9971, a nagib 0,47.

6,0
<=_ 32z [ oat=-714+047x10gv
— -
— 2 8 = = 62}
’ 863
2,4 4
L 5]
20F 66
67
1,6 |- 08 10 12 14 16 18 20 22 24 5
- log (v/Vs™)
1,2}
0,8 = — (,é’A
- v“x"‘f‘ 2‘\—‘ s ; /!
0,0 |cm——
'0,4 TPl | 1 1 1 1 1 1 | 1

-04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14
E/V vs ZKE

Slika 4.11. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10 M 6HQ, dobijeni na &istoj povrsini GCPE, u
osnovnom elektrolitu BR buffer/metanol, 80:20 (v/v), pH 7,10, pri razli¢itim brzinama
skeniranja: 10 mV/s (1); 20 mV/s (2); 50 mV/s (3); 100 mV/s (4); 200 mV/s (5).
Zavisnost logaritma struje prvog, anodnog CV pika, log I, od logaritma brzine

skeniranja, log v, data je u isecku.
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4.3.1.3. Uticaj pH na ciklovoltametrijsko ponasanje 8HQ
Na slikama 4.12a i b i 4.13a i b su prikazani cikli¢ni voltamogrami 8HQ, dobijeni
snimanjem na Cistoj] GCPE, na osnovu kojih se moze zakljuciti sledece:
(1) Na slikama 4.12a i b, gde je 50 mV/s koriS¢ena brzini polarizacije, javlja se

samo jedan anodni pik u okviru celog ispitivanog opsega;

2,0 -

Ty

1,0

0,5

0,0 -

0,5 L

-0,3' lo,o' '0,3' .0,6. '0,9' '1,2'
E/V vs ZKE

.-0,3‘ .0,0. ‘0,3. .0,6‘ .0,9. ‘1,2.
E/V vs ZKE

Slika 4.12. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10™* M 8HQ, dobijeni na &istoj povrsini
GCPE, u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH (a): 2,02 (1);
2,95 (2); 3,99 (3); 4,96 (4); 6,03 (5); (b) 7,10 (6); 8,09 (7); 9,00 (8); 9,95 (9);
11,05 (10); 11,93 (11) v = 50 mV/s.
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(2) Na slikama 4.13a i b, gde je 20 mV/s kori$¢ena brzina polarizacije, pri:

e pH <~ 6 posle glavnog oksidacionog pika, javlja se mali pik;

e pH >~ 7 posle glavnog oksidacionog pika, nema pojave malog pika.

<12F
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0.6
03}
00—
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E/V vs ZKE

(b)

1 " 1 i 1 " 1 i 1 1 " 1 " 1

04 -02 00 02 04 06 08 10 1,2
E/V vs ZKE

0,24

Slika 4.13. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10 M 8HQ snimljeni na &istoj
povrsini GCPE, u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH
(@): 2,02 (1), 3,99 (2), 6,03 (3); Strelice pokazuju pik II; (b): 8,09 (1); 9,95
(2); 11,93 (3); v =20 mVI/s.
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Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal glavnog anodnog CV pika (Epa)
prikazan je na slici 4.14. Moze se zakljuciti da je Ep,—pH zavisnost linearna u celom

ispitivanom pH opsegu, sa dve promene koeficijenta pravca.

1,2
w I
x
N0 -
(7)]
> n
>
-~ 08 |
Q.
W |-
06 |
I \\
0‘2 I 2 1 X 1 i 1 " 1 1 1 " 1
0 2 4 6 8 10 12

pH

Slika 4.14. Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal CV pika; v = 100 mV/s;
koncentracija 8HQ 1 x 10™* M. Zeleni kvadrati predstavljaju pKa i pKs 8HQ,
respektivno.
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Na slici 4.15 dati su cikli¢ni voltamogrami 8HQ snimljeni pri razli¢itim
brzinama polarizacije. Zavisnost logaritma struje CV pika od logaritma brzine
skeniranja, log 1, = f (log v), je linearna (slika 4.15, isecak), gde je korelacioni
koeficijent r = 0,9946, a nagib 0,49.

5,3
~a il log Ip= -6,51+0,49 x log v

=55}
D s6f
57}F
3 58}
sl
6,0}

_6’1 A A A A A A A A
21 08 10 1,2 14 16 18 20 22 24
log (v/Vs™)

04 -02 00 02 04 06 08 10 1,2
E/V vs ZKE

Slika 4.15. Cikli¢ni voltamogrami 1 x 10~ M 8HQ, dobijeni na &istoj povrsini GCPE,
u osnovnom elektrolitu BR buffer/metanol, 80:20 (v/v), pH 8,09, pri razli¢itim
brzinama skeniranja: 10 mV/s (1); 20 mV/s (2); 50 (mV/s) (3); 100 mV/s (4) i 200
mV/s (5). Zavisnost logaritma struje anodnog CV pika, log I,, od logaritma brzine

skeniranja, log v, data je u isecku.
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4.3.1.4. Kontinualno ciklovoltametrijsko ponasanje 6AQ, 6HQ i SHQ
Na slikama 4.16, 4.17 i 4.18 prikazani su kontinualni cikli¢ni voltamogrami za 6AQ,
6HQ i 8HQ, respektivno, dobijeni na GCPE ¢ija povrsina, 0sim pre prvog, nije ¢iS¢ena
pre snimanja svakog sledeCeg voltamograma, za osovne elektrolite odabranih pH
vrednosti, u pH opsegu 2—12. Moze se primetiti sledece:

(1) osim u prvom, u svakom slede¢em ciklusu u anodnoj oblasti pojavljuju se
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Slika 4.16. Kontinualni cikli¢ni voltamogrami 1 x 10* M 6AQ dobijeni na povrsini
GCPE u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pri razli¢itim pH: 2,10 (a);
4,99 (b); 7,00 (c); 12,03 (d); snimljeni nakon razli¢itog broja ciklusa: prvog (1), drugog
(2), treceg (3), desetog (4) 1 pedesetog (5); v = 50 mV/s. Anodni pred-pikovi (PP). Na

uveli¢anom delu se mogu zapaziti anodni PP.
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Slika 4.17. Kontinualni cikli¢ni voltamogrami 1 x 10~* M 6HQ dobijeni na povrsini
GCPE u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pri razli¢itim pH: 2,00
(@); 4,96 (b) ; 7,10 (c); 11,93 (d); snimljeni nakon razli¢itog broja ciklusa: prvog (1),
drugog (2), treceg (3), desetog (4) i pedesetog (5); v = 50 mV/s. Na uvelicanim

delovima se mogu zapaziti anodni predpikovi, PP.
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Slika 4.18. Kontinualni cikli¢ni voltamogrami 1 x 10 M 8HQ dobijeni na povrsini
GCPE u osnovnom elektrolitu BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pri razli¢itim pH: 2,95
(a); 4,96 (b); 7,10 (c); 9,00 (d); snimljeni nakon razli¢itog broja ciklusa: prvog (1),
drugog (2), desetog (3) i pedesetog (4); v = 50 mV/s. Anodni pred-pikovi (PP) se

mogu zapaziti na glavnoj slici kao i na uvelicanom delu.
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4.3.2. Diferencijalno pulsna voltametrija

4.3.2.1. Uticaj pH na DPV ponasanje 6AQ
Uticaj pH na DP voltametrijsko ponasanje 6AQ prikazan je na slici 4.19. Moze
se uocCiti da se sa porastom pH potencijali anodnih pikova pomeraju ka nizim

vrednostima.

1/

0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0 1,2
E/V vsZKE

Slika 4.19. DP voltamogrami 1 x 10 * M 6AQ na GCPE, u BR pufer/metanol, 80:20
(v/v), pH: 2,00 (1); 3,08 (2); 4,06 (3); 5,05 (4); 5,94 (5); 7,06 (6); 8,03 (7); 8,98 (8);
10,02 (9); 11,01 (10); 12,03 (11); v = 20 mV/s, amplituda pulsa 50 mV. Strelica

pokazuje pik koriS¢en za dobijanje kalibracionih pravih.
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4.3.2.2. Uticaj vremena i potencijala akumulacije na DPV ponaSanje 6AQ

Primena AdSDPV za odredivanje 6AQ imala je za cilj proveru moguénosti povecanja
osetljivosti odredivanja. Koncentracija analita u osnovnom elektrolitu pH = 2 je bila 1 x
10° M. Optimalni depozicioni potencijal, odnosno, potencijal na kome je struja DPV
pika najveca je pronaden na prethodno opisan nacin 1 za 6AQ iznosi Egep = 0,0 mV. Za
Edep, razlicito vreme depozicije je primenjeno, tgep: 0, 5, 10, 20, 30, 60, 150, 300 i 600 s,
nakon Cega su snimljeni DPV u opsegu 0,0-1,2 V. Struje pikova, I, dobijenih posle

razli¢itog vremena depozicije, su predstavljene u funkciji tgep Na slici 4.20.

100 200 300 400 500 600

tdep/s

o

Slika 4.20. Uticaj vremena depozicije na inenzitet DP pika, I, u 1 x 10° M 6AQ u
Briton-Robinson pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH = 2,00, na ¢istoj povrsini GCPE; v =
20 mV/s, amplituda pulsa 50 mV, potencijal depozicije 0,0 V vs ZKE.
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4.3.2.3. Odredivanje 6AQ koristeéi DPV

Na slici 4.28 date su kalibracione prave za kvantitativno odredivanje 6AQ na
GCPE snimane u osnovnom elektrolitu pH = 2, u koncentracionom opsegu 1 x 107 -1
x 107* M, za anodni pik I, koji se javlja na oko 0,95 V, oznacen strelicom na slici 4.26,
a koji odgovara jednoelektronskoj oksidaciji [6-QNHs]" vrste. Statisti¢ki parametri —
nagib (A) i njegova standardna greSka S(A), odsecak (B) i njegova standardna greska
S(B), korelacioni koeficijent (r) i limit detekcije (LOD) prikazani su u tabeli 4.15. Za
koncentracioni opseg (1-10) x 10 ® M za 6AQ odreden je LOD od 4,3 x 107" M.

iz,o B §0,30 o
oy —
== 0,25
1,5
0,20
100 0,15
0,10
0,5
0,05
(a) (b)
0,0 b 0,00 -
0,0 I I-5. ]-s‘ l.s‘ 15. 14 £ . * : * : * : ’ !
) 2,0x10 4,0x10 6,0x10 8,0x10 1,0;(10 0,0 2,Dx10£ 4’0)(10.5 6,0x10£ 8,0x10's 1,0x10'5
¢ / (mol/dm®) c / (mol/dm®)

Slika 4.21. Kalibracione prave za odredivanje 6AQ u BR pufer/metanol-u, 80:20 (v/v), pH
2,00, na povrsini &ste GCPE za razliGite koncentracione opsege: (1-10) x 10> mol/dm?®
(a); (1-10) x 10°° mol/dm? (b).

Tabela 4.15. Kalibracioni parametri DPV odredivanja 6AQ u BR pufer/metanol-u, 80:20
(v/v), pH 9,00, na povrsini ¢iste GCPE. A—odsecak, S(A)—greska odredivanja odsecka,
B—koeficijent pravca, S(B)—greSka odredivanja koeficijenta pravca, r—korelacioni

koeficijent, LOD—limit detekcije.

C A£S(A) B+S(B) LOD
mol/dm?® nA mA/ mol-dm™ r mol/dm?®
(1-10) x 107 22+1 —64 + 48 0,9956 -
(1-10) x 10° 31+ 1 —24+3 0,9996 43 %107
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4.3.2.4. Uticaj pH na DPV pona3anje 6HQ
Uticaj pH na DP voltametrijsko ponaSanje 6HQ prikazan je na slici 4.22. Moze

se uoditi da se sa porastom pH potencijal anodnog pika pomera ka nizim vrednostima.

I/ pA

0,6 -

re E i . R
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E/V vsZKE
Slika 4.22. DP voltamogrami 1 x 10 M 6HQ na &istoj povrsini GCPE, u BR
pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH: 2.02 (1); 2,95 (2); 3,99 (3); 4,96 (4); 6,03 (5); 7,10
(6); 8,09 (7); 9,00 (8); 9,95 (9); 11,05 (10); 11,93 (11); v = 20 mV/s, amplituda pulsa

25 mV. Strelica pokazuje pik koris¢en za dobijanje kalibracionih pravih.
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4.3.2.5. Uticaj vremena i potencijala akumulacije na DPV ponaSanje 6HQ

U cilju povecanja osetljivosti odredivanja 6HQ primenjena je AdSDPV.
Koncentracija analita u osnovnom elektrolitu pH = 7,10 je bila 1 x 107" M. Optimalni
depozicioni potencijal, odnosno, potencijal na kome je struja DPV pika najveca je
pronaden na prethodno opisan nacin i za 6HQ iznosi Egep = 0,0 mV. Za Egep, primenjeno
je razli¢ito vreme depozicije, tgep: 0, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 75 i 90 s, nakon Cega su
snimljeni DPV u opsegu 0,0-0,9 V. Struje pikova, Iy, dobijenih posle razlic¢itog vremena
depozicije, su predstavljene u funkciji tgep na slici 4.23.

/| nA

6 s 1 1 | 1 1 1 1 :
0 20 40 60 80 100

t/s

Slika 4.23. Uticaj vremena depozicije na inenzitet DP pika, l,, u 1 x 107 M 6HQ u
BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH = 7,10, na ¢istoj povrsini GCPE; v = 20 mV/s,
amplituda pulsa 25 mV, potencijal depozicije 0,0 V vs ZKE.
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4.3.2.6. Odredivanje 6HQ koristeéi DPV

Na slici 4.24 date su kalibracione prave za kvantitativno odredivanje 6HQ na
GCPE snimane u osnovnom elektrolitu pH = 7,10, u koncentracionom opsegu 1 x
107'-1 x 107 M, za glavni anodni pik I koji se javlja na oko 0,63 V, oznaden strelicom
na slici 4.22, a koji odgovara jednoelektronskoj oksidaciji [6-QOH]. Statisticki
parametri — nagib (A) i njegova standardna greska S(A), odseCak (B) i njegova
standardna greska S(B), korelacioni koeficijent (r) i limit detekcije (LOD) su dati u
tabeli 4.16. Za koncentracioni opseg (1-10) x 10~ M za 6HQ odreden je LOD Koji
iznosi 9,0 x 107 M.

0,30

= 025f
0,20 |
015}
0,10 |
0,05

0,00 () ®)

A 1 1 " L A L A L 0’000 1 L L 1 1

00  20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10° 0,0 2,0x107  4,0x107 6,0x10”7 8,0x107 1,0x10°
¢/ (molidm®) ¢/ (mol/dm®)

Slika 4.24. Kalibracione prave za odredivanje 6HQ u BR pufer/metanol-u, 80:20 (v/v),
pH 7,10, na povrsini ¢iste GCPE za razliGite koncentracione opsege: (1-10) x 10°°

mol/dm? (a); (1-10) x 10" mol/dm?® (b).

Tabela 4.16. Kalibracioni parametri DPV odredivanja 6HQ u BR pufer/metanol-u, 80:20
(v/v), pH 7,10, na povrsini ¢iste GCPE. A—odsecak, S(A)—greska odredivanja odsecka,
B—koeficijent pravca, S(B)—greSka odredivanja koeficijenta pravca, r—korelacioni

koeficijent, LOD—limit detekcije.

C A+S(A) B+S(B) LOD

mol/dm?® nA mA/ mol-dm™ r mol/dm?
(1-10) x 10°° -9+6 26+ 1 0,9974 -

(1-10) x 107 0,7+ 0,1 3142 0,9963 9,0x 107
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4.3.2.7. Uticaj pH na DPV ponaSanje SHQ

Uticaj pH na DP voltametrijsko ponasanje 8HQ prikazan je na slici 4.25. Moze se uociti

da se sa porastom pH potencijali anodnog pika pomeraju ka nizim vrednostima.

1,2

1/ uA
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1,2

E/V vs ZKE

Slika 4.25. DP voltamogrami 1 x 10~* M 8HQ na GCPE, u BR pufer/metanol, 80:20

(viv), pH: 2,02 (1); 2,95 (2); 3,99 (3); 4,96 (4); 6,03 (5); 7,10 (6); 8,09 (7); 9,00 (8);

9,95 (9); 11,05 (10); 11,93 (11); v = 20 mV/s, amplituda pulsa 25 mV. Strelica

pokazuje pik koriS¢en za dobijanje kalibracionih pravih.
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4.3.2.8. Uticaj vremena i potencijala akumulacije na DPV ponaSanje SHQ
U cilju povecanja osetljivosti odredivanja 8HQ primenjena je AASDPV. Koncentracija
analita u osnovnom elektrolitu pH = 9,00 je bila 1 x 107" M. Optimalni depozicioni
potencijal, odnosno, potencijal na kome je struja DPV pika najveca je pronaden na
prethodno opisan nacin 1 za 8HQ iznosi Egep = 0,0 mV. Za Egep, primenjeno je razlicito
vreme depozicije, tgep: 0, 50, 150, 200, 300, 400 i 500 s, nakon ¢ega su snimljeni DPV u
opsegu 0,0-1,2 V. Struja pikova, I,, dobijenih posle razli¢itog vremena depozicije, su

predstavljene u funkciji tgep Na slici 4.26.

I | nA

" 1 N 1 N 1 N 1 " 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600
td /s
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Slika 4.26. Uticaj vremena depozicije na inenzitet DP pika, Ip, u 1 x 10~ M 8HQ u
BR pufer/metanol, 80:20 (v/v), pH = 9,00, na ¢istoj povrsini GCPE; v = 20 mV/s,
amplituda pulsa 25 mV, potencijal depozicije 0,0 V vs ZKE.
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4.3.2.9. Odredivanje 8HQ koriste¢i DPV

Na slici 4.27 date su kalibracione prave za kvantitativno odredivanje 8HQ na
GCPE snimane u osnovnom elektrolitu pH = 9,00, u koncentracionom opsegu 1 x
107'-1 x 107 M, za glavni anodni pik I koji se javlja na oko 0,38 V, oznaden strelicom
na slici 4.32, a koji odgovara jednoelektronskoj oksidaciji [8-QOH]. Statisticki
parametri — nagib (A) i njegova standardna greska S(A), odseCak (B) i njegova
standardna greska S(B), korelacioni koeficijent (r) i limit detekcije (LOD) su dati u
tabeli 4.17. Za koncentracioni opseg (1-10) x 10~ M za 8HQ odreden je LOD Koji
iznosi 5,2 x 10°° M.
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Slika 4.27. Kalibracione prave za odredivanje 8HQ u BR pufer/metanol-u, 80:20 (v/v), pH
9,00, na povrsini &iste GCPE za razligite koncentracione opsege: (1-10) x 10 mol/dm®

(a); (1-10) x 10”7 mol/dm?® (b).

Tabela 4.17. Kalibracioni parametri DPV odredivanja 8HQ u BR pufer/metanol-u, 80:20
(v/v), pH 9,00, na povrsini ¢iste GCPE. A—odsecak, S(A)—greska odredivanja odsecka,
B—koeficijent pravca, S(B)—greska odredivanja koeficijenta pravca, r—korelacioni

koeficijent, LOD—limit detekcije.

C A£S(A) B+S(B) LOD
mol/dm?® nA mA/ mol-dm™ r mol/dm?®
(1-10) x 10°° ~15+9 32+1 0,9967 -
(1-10) x 10”7 -0,9+0,1 34+2 0,9955 52 x 1078
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4.4. HROMATOGRAFIJA ISPITIVANIH HINOLIA

U cilju dobijanja $to osetljivije HPLC metode za selektivno kvalitativno i
kvantitativno odredivanje 6AQ, 6HQ i 8HQ, ispitano je ponaSanje svakog od
proucavanih hinolina pri eksperimentalnim uslovima detaljno navedenim u prethodnom

poglavlju.

4.4.1. RP-HPLC ponasanje 6AQ, 6HQ i SHQ

Za HPLC odredivanje nekih hinolina, pri reverznofazniom separacionom modu,
jedna od kolona od izbora je C18 kolona, a eluent smesa metanol:voda.**>*?® U skladu
sa tim je izvrSen izbor kolone i eluenta za ispitivanja proucavanih hinolina.
Koncentracije rastvora ispitivanih hinolina u metanolu su bile sledece:

C (6HQ) = 87,1 mg/L
C (6AQ) =72,1 mg/L
C (8HQ) = 87,1 mg/L

Najpre su snimljeni hromatogrami, pri izokratskom nacinu rada, svakog od
ispitivanih hinolina, u duplikatu, koristec¢i tri eluenta razli¢itih zapreminskih udela
metanola 1 BR pufera (pH 7,00, razblaZzenog 10 puta) pH 7,28:

(1) 80% MeOH:20% BR 7,28
(2) 50% MeOH:50% BR 7,28
(3) 20% MeOH:80% BR 7,28

Na osnovu spektrofotometrijskog ispitivanja utvrdeno je da su maksimumi
apsorpcije na pH ~7,0 za 6AQ 241 nm, 6HQ 227 nm i 8HQ 240 nm, tako da su ove
vrednosti talasnih duzina koriS$¢ene pri snimanju HPLC hromatograma datih jedinjenja.

Hromatogrami svake od ispitivanih supstanci (slike 4.28-4.36) dobijeni
koris¢enjem tri razlicita eluenta su dati u produzetku. Polozaji svakog od ispitivanih
hinolina u hromatogramima (retenciona vremena) sumirani su u tabeli 4.18.

Cilj ovog ispitivanja je izbor eluenta ¢ijom upotrebom ¢e biti zadovoljeni sledeci
uslovi: ostvareno najbolje razdvajanje ispitivanih hinolina u smesi, dobijeni pikovi
analita najpravilnijieg oblika, postignuto najbrze eluiranje (kratko trajanje analize),

postignuta najveca osetljivost odredivanja.
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T
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Slika 4.28. Hromatogrami 6-aminohinolina koncentracije 72,1 mg/L; eluent

metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 20:80 (v/v).
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A
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Slika 4.29. Hromatogrami 6-aminohinolina koncentracije 72,1 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).
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Slika 4.30. Hromatogrami 6-aminohinolina koncentracije 72,1 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 80:20 (v/v).
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Slika 4.31. Hromatogrami 6-hidroksihinolina koncentracije 87,1 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 20:80 (v/v).

81



Doktorska disertacija Milica C. Stevié

mAU
400 - 6HQ

350
300
250 -
200 -

150 A

100 A

= nas D

6HQ

8 min

=]
[
9
w
I S
s
=N
-

Slika 4.32. Hromatogrami 6-hidroksihinolina koncentracije 87,1 mg/L;
eluent metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).
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Slika 4.33. Hromatogrami 6-hidroksihinolina koncentracije 87,1 mg/L; eluent

metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 80:20 (v/v).
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Slika 4.34. Hromatogrami 8-hidroksihinolina koncentracije 87,1 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 20:80 (v/v).
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Slika 4.35. Hromatogrami 8-hidroksihinolina koncentracije 87,1 mg/L; eluent metanol/BR
pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).
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Slika 4.36. Hromatogrami

8-hidroksihinolina koncentracije 87,1 mg/L;

eluent

metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 80:20 (v/v).

Tabela 4.18. Zavisnosti polozaja pika jedinjenja 6HQ, 6AQ i 8HQ za eluente
MeOH/BR pufer razli¢itog zapreminskog udela.

Eluent MeOH:BR 80:20 50:50 20:80
Jedinjenjenje Polozaj pika (min)
2,18 4,85 36,22
6HQ 2,32 4,84 36,95
2,03 3,29 14,94
6AQ 2,03 3,27 14,93
2,68 7,35 —
8HQ 2,69 7,64 —
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4.4.2. RP-HPLC odredivanje smese 6AQ, 6HQ i SHQ

Na oshovu vrednosti za retenciona vremena 6AQ, 6HQ i 8HQ prikazanih u
tabeli 4.18 moze se zakljuciti da eluent od izbora za formiranje metode za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje smese pomenutih hinolina ima sastav 50% MeOH 50%BR
7,28.

Slede¢i korak je da se pri datim uslovima snimanja uradi kalibracija aparata i formira
metoda odredivanja smeSe hinolina:

Eluent: 50% MeOH 50%BR 7,28 Rad pumpe/i: izokratski

Kolona: C18 Protok eluenta: 1 mL/min

Talasna duzina: 240 nm (T = 22 °C)

Najpre je za rastvor smese 6AQ, 6HQ i 8HQ u kome je koncentracija svake od
komponenti bila oko 10 mg/L snimljen hromatogram prikazan na slici 4.37. Iz tog
homatograma se vidi da pik koji poti¢e od 8HQ izostaje, §to je znacilo da je
koncentracija 8HQ od oko 10 mg/L ispod granice odredivanje 8HQ pri gore navedenim

uslovima.

20

15

. 6HQ

T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 min

Slika 4.37. Hromatogram standardnog rastvora hinolina koncentracije 6-aminohinolin:
10,16 mg/L; 6-hidroksihinolin: 10,09 mg/L; 8-hidroksihinolin 10,09 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).
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Zatim je za rastvor smeSe 6AQ, 6HQ, 8HQ koncentracije oko 10 mg/L, 10 mg/L, 20
mg/L, respektivno, snimljen hromatogram prikazan na slici 4.38. Iz tog homatograma se
vidi prisustvo pika koji potice od 8HQ, Sto je znacilo da je koncentracija 8HQ od oko 20
mg/L iznad granice odredivanje 8HQ pri gore navedenim uslovima. Pik 8HQ je nesto

Siri sa uo€ljivim tailing-om, medutim, analiticki posmatrano, kao takav je prihvatljiv.

mAU 6AQ
20 1
15
6HQ
10 -
81 1 [ 8HQ
o 2 4 & 8 4o min

Slika 4.38. Hromatogram standardnog rastvora hinolina koncentracije 6-aminohinolin:
10,16 mg/L; 6-hidroksihinolin: 10,09 mg/L; 8-hidroksihinolin 20,18 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).

Za kalibraciju aparata prilikom formiranja nove metode iskoris¢en je prethodni
hromatogram, slika 4.38, snimljen u duplikatu. Zatim, hromatogram rastvora smese
6AQ, 6HQ, 8HQ koncentracije oko 50 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, respektivno, slika
4.39, snimljen u duplikatu. Kao i rastvor smeSe 6AQ, 6HQ, 8HQ koncentracije oko 100
mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, respektivno, slika 4.40, snimljen u duplikatu. Kalibracione
prave (koncentracija u funkciji povrSine pika) za svaku od supstanci su prikazane na
slici 4.41.
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. 6HQ

8HQ
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Slika 4.39. Hromatogram standardnog rastvora hinolina koncentracije 6-
aminohinolin: 50,8 mg/L; 6-hidroksihinolin: 50,5 mg/L; 8-hidroksihinolin 100,9
mg/L; eluent metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).

mAU
6AQ
200 [\
150 |
6HQ
100 8HQ
50 -
o 2 4 8 &8 10 min

Slika 4.40. Hromatogram standardnog rastvora hinolina koncentracije 6-
aminohinolin: 101,6 mg/L; 6-hidroksihinolin: 100,9 mg/L; 8-hidroksihinolin
201,8 mg/L; eluent metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v).
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Slika 4.41. Prave dobijene kalibracijom instrumenta pri formiranju HPLC

metode za odredivanje: 6-aminohinolina (a), 6-hidroksihinolina (b) i1 8-

hidroksihinolina (c).
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Nakon izvrSene kalibracije, formirana je HPLC metoda za odredivanje smesSe ispitivanih
hinolina, 6AQ, 6HQ i1 8HQ. Provera metode je izvrSena snimanjem hromatograma
kontrolnih rastvora gde je koncentracija analita bila 6AQ: 1,02 mg/L; 6HQ: 1,01 mg/L;
8HQ 2,02 mg/L, slika 4.42. Naravno, izostanak 8HQ pika je bio o¢ekivan jer je prisutna
koncentracija 8HQ u datom rastvoru ispod granice odredivanja ove komponente smese
datom metodom. Kvantifikacija 6AQ i 6HQ koja je uradena na osnovu kalibracije je u
odlicnom slaganju sa koncentracijom datih supstanci u kontrolnom uzorku. Provera
metode je izvrSena i snimanjem hromatograma kontrolnog rastvora gde je koncentracija
analita bila 6AQ: 10,16 mg/L; 6HQ: 10,09 mg/L; 8HQ: 20,18 mg/L, slika 4.43, kao i
hromatograma kontrolnog rastvora gde je koncentracija analita bila 6AQ: 101,6 mg/L;
6HQ: 100,9 mg/L; 8HQ: 201,8 mg/L, slika 4.44. ZakljuCuje se da je kvantifikacija

odli¢na 1 pri ovim opsezima koncentracija.

mAU

3,0 -

6AQ 1,02 mg/l

2,5 -

2,0

6HQ 1,01 mg/l

1,5 -

1,0 1

0 2 4 6 8 10 min

Slika 4.42. Kontrolni hromatogram rastvora hinolina koncentracije 6-aminohinolin:
1,02 mg/L; 6-hidroksihinolin: 1,01 mg/L; 8-hidroksihinolin: 2,02 mg/L; eluent
metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v), dobijen formiranom HPLC

metodom.
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Slika 4.43. Kontrolni hromatogram provere rastvora hinolina koncentracije 6-
aminohinolin: 10,16 mg/L; 6-hidroksihinolin: 10,09 mg/L; 8-hidroksihinolin: 20,18
mg/L; eluent metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v), dobijen formiranom
HPLC metodom.
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Slika 4.44. Kontrolni hromatogram provere rastvora hinolina koncentracije 6-
aminohinolin: 101,6 mg/L; 6-hidroksihinolin: 100,9 mg/L; 8-hidroksihinolin:
201,8 mg/L; eluent metanol/BR pufer 50:50 (v/v), dobijen formiranom HPLC

metodom.
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5. DISKUSIJA

5.1. UV-Vis SPEKTROFOTOMETRIJSKO PONASANJE
ISPITIVANIH HINOLINA

5.1.1. 6AQ

Iz UV-vis spektra 6AQ (Slika 4.1) se moze zakljuciti sledece:
e za pH = 2,0-4,0 (pKar + 0,35 < pH < pKy — 1,5), krive 1, 2 i 3, slika 4.1,
apsorpcioni maksimum se javlja na 259 nm $to se moze pripsati [6-QNH5"] vrsti.
e zapH=71-11,8 (pH > pKy + 1,5), krive 6, 7, 8, 9, 10 i 11, slika 4.1 apsorpcioni
maksimum se javlja na 241 nm i moze se pripisati [6-QNH;] vrsti.
e zapH~5i~6, (pH ~ pKa, £ 0,5) krive 4 i 5, slika 4.1, apsorpcioni maksimum se
pojavljuju u spektru na obe pomenute talasne duzine, $to ukazuje na to da su obe
vrste, [6-QNH;]" i [6-QNHS,], prisutne u pH oblasti 5-6.
Uzevsi u obzir da je pKa = 1,63™° moze se izradunati da u diprotonovanom obliku,
[H-6-QNH5]**, postoji ~30% 6AQ molekula na pH 2, dok ~4% 6AQ molekula
postoji na pH = 3. Apsorpciona traka koja potice od [H-6-QNHs]** vrste nije
detektovana u spektru na pH 2 i 3, verovatno zato §to je prekrivena apsorpcionom
trakom 6-QNH;3" vrste, odnosno, vrste dominantne u ovoj pH oblasti. Ovi rezultati su
u skladu sa prethodnom spektrofotometrijskom studijom kiselinsko-bazne ravnoteze
6AQ.1S

Primenom Beer-ovog zakona, moguce je odrediti vrednost molarnog
apsorpcionog koeficijenta (a) za odredenu talasnu duZzinu. Za talasnu duzinu od 240

nm (koja je od zna¢aja za HPLC) izraunato je a (6AQ) = 3,7 x 10*dm®mol-cm.

5.1.2. 6HQ

Na osnovu UV-vis spektra 6HQ prikazanog na slici 4.2 moze se zakljuciti sledece:
e zapH=2,02-4,96 (2,02 <pH < pKa — 0,21), krive 1, 2, 31 4, slika 4.2,
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apsorpcioni maksimum se pojavljuje u spektru na 244 nm, §to se moze pripisati

monoprotonovanoj 6HQ vrsti, [H-6-QOH]".

e zapH=4,96-9,00 (pKa — 0,21 < pH < pKa,— 0,01), krive 4, 5, 6, 71 8, slika 4.2,

apsorpcioni maksimum se pojavljuje u spektru na 227 nm, $to se moze pripisati

neutralnoj 6HQ vrsti [6-QOH].

e zapH =9,00-11,93 (pKa2 < pH < 11,93), krive 8, 9,101 11, slika 4.2, apsorpcioni

maksimum se pojavljuje u spektru na 247 nm, Sto se moze pripisati deprotonovanoj

6HQ vrsti [H-6-Q0] .

e napH ~5 (pH ~ pKj1) apsorpcione trake se javljaju u spektru na 244 nm i 227 nm,

$to ukazuje na prisustvo obe 6HQ vrste, [H-6-QOH]" i [6-QOH].

e na pH ~10 (pH ~ pKj,) apsorpcione trake se javljaju u spektru na 227 nm i 247

nm, §to ukazuje na prisustvo obe vrste, [6-QOH] i [H-6-QO] .

Ovi rezultati su u skladu sa pomenutom 6HQ spektrofotometrijskom studijom. %
Primenom Beer-ovog =zakona, moguc¢e je odrediti vrednost molarnog

apsorpcionog koeficijenta (a) za odredenu talasnu duZzinu. Za talasnu duzinu od 240

nm (koja je od zna¢aja za HPLC) izraunato je a (6HQ) = 5,0 x 10* dm®mol-cm.

5.1.3. 8HQ

Na osnovu UV-vis spektra 8HQ prikazanog na slici 4.3 moze se zakljuciti sledece:

e zapH=2,02-4,96 (2,02 <pH < pKy + 0,11), krive 1, 2, 3 i 4, slika 4.3, postoji
apsorpcioni maksimum na 251 nm, Sto se moZe pripisati monoprotonovanoj 8HQ
vrsti, [H-8-QOH]".

e za pH =4,96-9,95 (pKa + 0,11 < pH < pKyp), krive 4, 5, 6, 7, 8 1 9, slika 4.3,
postoji apsorpcioni maksimum na 240 nm §to se moze pripisati neutralnoj 8HQ vrsti,
[8-QOH].

e za pH = 9,95-11,93 (pKa2 < pH < 11,93), krive 9,10 i 11, slika 4.3, postoji
apsorpcioni maksimum na 253 nm §to se moze pripisati deprotonovanoj 8HQ vrsti,
[8-QQ] .

e napH ~5 (pH ~ pKa1) apsorpcione trake se u spektru javljaju na 251 nm i 240 nm,
$to ukazuje na prisustvo obe vrste, [H-8-QOH]" i [8-QOH].
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e napH ~10 (pH ~ pKy,) apsorpcione trake se uspektru javljaju na 249 nm i 253 nm

talasne duzine, $to ukazuje na prisustvo obe vrste, [8-QOH] i [8-QO] .

Ovi rezultati su u skladu sa pomenutom 8HQ spektrofotometrijskom studijom.**
Primenom Beer-ovog =zakona, moguce je odrediti vrednost molarnog

apsorpcionog koeficijenta (a) za odredenu talasnu duZinu. Za talasnu duzinu od 240

nm (koja je od znataja za HPLC) izradunato je a (8HQ) = 4,2 x 10* dm®mol-cm.

5.2. VOLTAMETRIJSKO PONASANJE ISPITIVANIH HINOLINA

5.2.1. Ciklovoltametrijko-teorijski aspekt prou¢avanja

mehanizma oksidacije

Kombinujuéi spektrofotometrijska ispitivanja, rezultate semi-empirijskih proracuna i
rezultate CV ispitivanja, kao i kiselinsko-bazne osobine 6AQ moguce je zakljuditi

sledece:

5.2.1.1. 6AQ

(1) pripH=21ipH =3 (krive 1i 2, slika 4.4a)
v' pik koji se javlja na nizem anodnom potencijalu je posledica, najpre,
jednoelektronske oksidacije [6-QNH3]", reakcija (5.1), koja je pracena dimerizacijom
nastalihn monokatjonskih radikala, [6-QNH,]™", a zatim dvoelektronske oksidacije

novonastalih dimera (shema 4.2).
[6-QNHs]" —e™ — [6-QNH,] "+ H* (5.1)
v pik koji se javlja na viSem anodnom potencijalu se moZe pripisati kombinaciji
jednoelektronske oksidacije vrste [H-6-QNH3]**, reakcija (5.2), koja je pracena
dimerizacijom nastalih radikala, [6-QNH,]"™", a zatim dvoelektronskoj oksidaciji
novonastalih dimera (shema 4.2).

[H-6-QNH3]** — e — [6-QNH,]™ + 2H* (5.2)
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(2) pri 4 <pH <9 (krive 3-8, slika 4.4a i b)

v anodni pik, kao i "rame pika" se javljaju kao posledica, najpre, jednoelektronske
oksidacije [6-QNH3]" (reakcija 5.1) i 6-QNH, (reakcije 5.3 i 5.4), koje su praéene
rekombinacijom nastalih radikala, [6-QNH]™" (shema 4.2), u kiseloj sredini (reakcije
51 i 5.3), i [6-QNH]" (shema 4.3), u baznoj sredini (reakcija 5.4), a zatim,
dvoelektronske oksidacije novoformiranih dimera. PoSto se sa porastom pH smanjuje
broj [6-QNH;]" vrsta doprinos jednoelektronske oksidacije izraZen reakcijama 5.3 i 5.4,

raste sa porastom pH.

6-QNH,— e — [6-QNH,] ™ (5.3)

6-QNH,— e — [6-QNH] + H* (5.4)

(3)pri 10 <pH < 12 (krive 9, 10 11, slika 4.4b)
v'javlja se jedan S$irok, anodni pik kao posledica, najpre, jednoelektronske
oksidacije 6-QNH, (reakcija 5.4), koja je pracene rekombinacijom nastalih radikala,

[6-QONH]’, a zatim, dvoelektronske oksidacije novoformiranih dimera.

U skladu sa semi-empirijskim kvantno-hemijskim proracunima desava se i inicijalna
dvoelekronska oksidacija 6AQ vrsta: [H-6-QNHs]**, [6-QNHs]" i [6-QNHs]*. Na
osnovu cikli¢nih voltamograma 6AQ koji su snimani u opsegu potencijala 0,0—1,5 V, u

osnovnom elektrolitu pH = 2—12, slika 4.5, moze zakljuciti sledece:

(4) pH <6 (slika 4.5a)

v’ pored dva jasno izraZena anodna pika, javlja se i tre¢i anodni pik na potencijalu
>1,2 V. Njegova pojava se moze objasniti ¢injenicom da izvestan udeo monokatjonskih
radikala [6-QNH,]"™", koji nastaju jednoelektronskom oksidacijom 6AQ vrsta u ovoj pH
oblasti, ne stupa u proces dimerizacije (shema 4.2), ve¢ se jednoelektronski oksiduje,
kada nastaju [6-QNH]" vrste (reakcija 5.5).
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[6-QNH,]™ — e — [6-QNH]" + H (5.5)

(5) pH > 6 (slika 4.5b)

v na potencijalu > 1,2 V ne pojavljuje se trec¢i pik $to se obja$njava ¢injenicom da
neutralni radikali [6-QNH]’, koji preovladavaju u datoj pH oblasti, imaju znatno manju
energiju jonizacije od monokatjonskih radikala [6-QNH,] ™, koji su dominantni pri pH <
6, tako da se, verovatno, oksiduju na mestu svojih dimera (shema 4.3). Pik koji potice
od oksidacije [6-QNH]" radikala je, verovatno, preklopljen znatno intenzivnijim
pikovima oksidacije dimera [6-QNH]" radikala. Drugo objasnjenje za njihov izostanak
je preklapanje signalom oksidacija osnovnog elektrolita koja se desava znatno ranije (na

nizem poencijalu) u baznoj nego u kiseloj oblasti.

5.2.1.2. 6HQ
Kombinujuéi semi-empirijske proracune i CV ispitivanja 6HQ moguce je zakljuciti
sledece:
(1) pri pH <5 (krive 14, slika 4.8a)
v glavni anodni pik je uglavnom posledica jednoelektronske oksidacije [H-6-
QOH]", reakcija (5.6) koja je pracena deprotonovanjem nastalih dikatjonskih radikala
[H-6-QOH]™" do [H-6-QO]", reakcija (5.7), koji se dimerizuju, a zatim dvoelektronski

oksiduju do odgovarajucih hinonskih jedinjenja (shema 4.6d).

[H-6-QOH]* — e — [H-6-QOH]** (5.6)
[H-6-QOH]™" — [H-6-QO] " + H* (5.7

2)pH=21ipH =3 (krive 11i 2, slika 4.9a)

v Pojava veoma slabo izraZzenog anodnog pika na viSem potencijalu u odnosu na
glavni oksidacioni pik, uocava se pri brzini polarizacije od 10 mV/s. Poreklo ovog pika
bi moglo da se objasni ¢injenicom da izvestan, mali udeo dikatjonskih radikala [H-6-
QOH]™", koji nastaju jednoelektronskom oksidacijom [H-6-QOH]" u veoma kiselim
rastvorima, reakcija (5.6), ne podleze procesu brze deprotonacije, reakcija (5.7), vec se

dimerizuje, a zatim se dimeri dvoelektronski oksiduju do odgovaraju¢ih hinonskih
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jedinjenja (shema 4.6.a). U prilog tome svedo¢i i ¢injenica da se pri pH > 4, krive 1-3,
slika 4.9b, gde je deprotonacija dominantniji proces, ne pojavljuje pik I1.

v Kako je teorijskim proraCunima pokazano da oksidabilnost 6HQ vrsta raste sa
porastom pH, za o&ekivati je da se pik koji potice od oksidacije dimera [H-6-QOH]*
vrste javi na veéem potencijalu od pika koji poti¢e od oksidacije dimera [H-6-QO]™"

vrste, Sto se moze zapaziti na slici 4.9a.

v Naravno, pojava anodnog pika na visem potencijalu od potencijala glavnog
anodnog pika, bi mogla da se pripiSe i inicijalnoj dvoelektronskoj oksidaciji [H-6-

QOH]" vrste reakcija (5.8).
[H-6-QOH]" — 2e — [H-6-QOH]** (5.8)

v Kako je verovatnota deSavanja inicijalnog dvoelektronskog oksidacionog
procesa manja od verovatnoce inicijalnog jednoelektronskog oksidacionog procesa, to je
pik na visem oksidacionom potencijalu (pik Il) znatno manji od anodnog pika na nizem

oksidacionom potencijalu, odnosno prvog (glavnog) anodnog pika.

(3) pri 5 <pH <9 (krive 4-8, slika 4.8a i b)
v javlja se samo glavni anodni pik koji je, verovatno, posledica jednoelektronske
oksidacije [6-QOH], reakcija (5.9), koja je pracena dimerizacijom nastalih
monokatjonskih radikala, [6-QOH]™, kao i dvoelektronskom oksidacijom novonastalih
dimera (shema 4.6Db).

[6-QOH] —e™ — [6-QOH]™ (5.9)
(4) pH > 9 (krive 8—11, slika 4.8b)
v javlja se samo glavni anodni pik koji je, verovatno, posledica jednoelektronske

oksidacije [6-QO] , reakcija (5.10), koja je prac¢ena dimerizacijom nastalih radikala, [6-

QO] kao i dvoelektronskom oksidacijom novonastalih dimera (shema 4.6c).
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[6-Q0] —e — [6-QO] (5.10)
5.2.1.3. 8HQ

Kombinujuéi semi-empirijske proracune i CV ispitivanja 8HQ moguée je

zakljuciti sledece:
(1) pripH <6 (krive 1-4, slika 4.12a; krive 1-3, slika 4.23a)

v jedini oksidacioni pik, odnosno, pik koji se javlja na niZzem anodnom potencijalu
je posledica jednoelektronske oksidacije [H-8-QOH]", reakcija (5.11), koja je praéena
dimerizacijom nastalih dikatjonskih radikala, [H-8-QOH]™*", kao i dvoelektronskom

oksidacijom novonastalih dimera (shema 4.9a).

[H-8-QOH]* —e — [H-8-QOH]? (5.11)

v pojava anodnog pika na visem potencijalu u odnosu na glavni anodni pik, pik 11,
pri manjim brzinama polarizacije, se moze objasniti ¢injenicom da izvestan udeo
dikatjonskih radikala [H-8-QOH]™*" koji nastaju jednoelektronskom oksidacijom 8HQ
vrsta u ovoj pH oblasti, ne stupa u proces dimerizacije (shema 4.9a), ve¢ se
jednoelektronski oksiduje (inicijalna dvoelektronska oksidacija), kada nastaju [H-8-
QOHJ** vrste (reakcija 5.12, shema 4.8).

[H-8-QOH]*" —e™ — [H-8-QOH]** (5.12)

v Kako je verovatnota deSavanja inicijalnog dvoelektronskog oksidacionog
procesa manja od verovatnoce inicijalnog jednoelektronskog oksidacionog procesa, to je
pik na viSem oksidacionom potencijalu znatno manji od anodnog pika na niZem

oksidacionom potencijalu, odnosno prvog (glavnog) pika.
(2) pripH > 6 (krive 6—12, slika 4.12b; krive 1-3, slika 4.13b)
v pH < ~pKa2
pik koji se javlja u anodnoj oblasti je posledica jednoelektronske oksidacije [8-QOH],

reakcija (5.13), koja je pracena dimerizacijom nastalih monokatjonskih radikala, [8-

QOH]™", kao i dvoelektronskom oksidacijom novonastalih dimera (shema 4.9b).
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[8-QOH] — & — [8-QOH]" (5.13)

v pH > ~pKa2
pik koji se javlja u anodnoj oblasti je posledica jednoelektronske oksidacije [8-QO] ,
reakcija (5.14), koja je pra¢ena dimerizacijom nastalih neutralnih radikala, [8-QO]’, kao

i dvoelektronske oksidacije novonastalih dimera (shema 4.9c).

[8-Q0] —e — [8-QOJ' (5.14)

v Postoje dva objasnjenja za odsustvo drugog anodnog pika c¢ak i pri malim
brzinama polarizacije (20 mV/s). Semi-empirijskim kvantnohemijskim proracinima je
ustanovljeno da vrste dominantne u ovoj pH oblasti, [8-QOH]™" i [8-QO]’, imaju manju
energiju jonizacije od energije jonizacije [H-8-QOH]™", odnosno vrste koja preovladava
u oblasti pH < 6 (gde se drugi anodni pik pojavljuje), usled ¢ega se one, verovatno,
oksiduju na potencijalu bliskom potencijalu oksidacije njihovih dimera (shema 4.9a i b,
12 i 15, respektivno), odnosno na mestu prvog anodnog pika. Dakle, drugi anodni pik,
koji je posledica inicijalne dvoelektronske oksidacije je prekriven prvim anodnim
pikom, koji je posledica inicijalne jednoelektronske oksidacije.

v Drugo objasnjenje je da je pri pH > ~ pK, anodna oblast ograni¢ena usled
oksidacije osnovnog elektrolita, te je stoga onemoguéena detekcija pika koji se javlja u

toj oblasti.

Na slikama 4.16, 4.17 i 4.18 su dati kontinualni cikli¢ni voltamogrami ispitivanih
hinolina dobijeni za osovne elektrolite odabranih pH vrednosti, u pH opsegu 2—12.
Moze se konstatovati da:

(1) osim u prvom, u svakom slede¢em ciklusu u anodnoj oblasti se pojavljuju

pred-pikovi (PP), ¢iji intenzitet raste sa porastom broja cikliranja.

v Pred-pikovi se javljaju kao posedica slozenog procesa elektro-oksidacije koji je

pra¢en dimerizacijom, a zatim oligomerizacijom i polimerizacijom. Najverovatnije, oni

100



Doktorska disertacija Milica C. Stevié

odgovaraju elektrooksidaciji formiranih visih oligomera onih formi ispitivanih hinolina

koji se pojavljuju u datoj sredini, a koji su oksidabilniji od svojih monomera.
(2) intenzitet glavnih oksidacionih pikova se smanjuje sa porastom broja ciklusa.

v Ve¢ nakon prvog ciklusa na povrsSini elektrode pocinje formiranje sloja
oligomera/polimera koji je neprovodan. Sa porastom broja ciklusa, smanjuje se deo
elektrode slobodan za reakciju, odnosno, dolazi do njenog postepenog pasiviranja, §to

ima za posledicu smanjenje intenziteta signala glavnih oksidacionih pikova.

U cilju odredivanja broja razmenjenih elektrona prilikom 6AQ, 6HQ i 8HQ
elektrooksidacionog procesa, sprovedena je kulometrijska analiza na GCPE. Medutim,
pomenuto pasiviranje povrsine GCPE onemogucava njenu primenu za odredivanje broja

elektrona razmenjenih u okviru elektrohemijske reakcije oksidacije.

5.2.2. Osnovni parametri elektro-oksidacionog ponasanja

Uticaj pH osnovnog elektrolita na potencijal prvog anodnog CV pika (Epa)
prikazan je na slici 4.13, 4.17 i 4.21 za 6AQ, 6HQ i 8HQ, respektivno. Moze se
zakljuciti da je Ep,—pH zavisnost linearna u celom ispitivanom pH opsegu, sa
promenom koeficijenta pravca na:

(1) za 6AQ
v pH = 5,41 §to odgovara pKa (6-QNH3'/6-QNH,). Linearni delovi pomenute

zavisnosti se mogu predstaviti slede¢im jednacinama:
pH <5,41: Epa (V) = 1,29 - 0,08 x pH
pH >5,41: Ep, (V) = 1,08 - 0,05 x pH

(2) za6HQ

v pH =517 i pH = 8,99 &to odgovara pKa ([H-6-QOH]*/[6-QOH]) i pKa ([6-
QOH]/[6-QO] ), respektivno.’®® Linearni delovi pomenute zavisnosti se mogu
predstaviti slede¢im jednacinama:

pH <5,17: Epe (V) = 1,34 - 0,10 x pH
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5,17 < pH < 8,99: Epq (V) = 1,16 — 0,06 x pH
pH < 8,99: Ep, (V) = 0,89 — 0,03 x pH

(3) za8HQ
v pH =479 i pH = 9,81 §to odgovara pKa ([H-8-QOH]"/[8-QOH]) i pKa ([8-
QOH]/[8-QO]"), respektivno.?! Linearni delovi pomenute zavisnosti se mogu
predstaviti slede¢im jednacinama:
PH < 4,79: Eps (V) = 1,18 — 0,09 x pH
4,79 <pH < 9,81: Epa (V) = 1,09 - 0,07 x pH
pH < 9,81: Epa (V) =0,71 - 0,03 x pH

(1) za 6AQ
Iz cikli¢nih voltamograma prikazanih na slici 4.4 moguce je konstatovati prisustvo
jednog katodnog pika u osnovnim elektrolitima cele ispitivane pH oblasti. U pogledu
poloZaja 1 intenziteta anodnih pikova i datog katodnog pika, a u skladu sa teorijskim
predvidanjem da oksidacija 6AQ na GCPE predstavlja dvoelektronski proces, moguce

je zakljuciti sledece:

(1) u anodnoj oblasti se javljaju dva pika, a u katodnoj samo jedan,

(2) razlika potencijala izmedu prvog anodnog i katodnog pika je znatno ve¢a od 28 mV,
koliko se o¢ekuje za dvoelektronski, reverzibilan proces,

(3) odnos intenziteta prvog anodnog i katodnog pika (lp/lpc) posle izvesnog broja
ciklusa je znatno veca od jedinice,

(4) potencijal pika se menja sa brzinom polarizacije, slika 4.7.

(2) za6HQ
Iz cikliénih voltamograma prikazanih na slici 4.8 moguce je konstatovati prisustvo
jednog anodnog i jednog katodnog pika u osnovnim elektrolitima cele ispitivane pH
oblasti. U pogledu polozaja i intenziteta anodnog i katodnog pikova, a u skladu sa
teorijskim predvidanjem da oksidacija 6HQ na GCPE predstavlja dvoelektronski proces,

moguce je zakljuciti sledece:
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(1) i u anodnoj i u katodnoj oblasti se javlja po jedan pik, pri ¢emu je anodni znatno
veceg intenziteta od katodnog,

(2) razlika potencijala izmedu anodnog i katodnog pika je znatno veéa od 28 mV, koliko
se oCekuje za dvoelektronski, reverzibilan proces,

(3) odnos intenziteta anodnog i katodnog pika (lpa/lpc) posle izvesnog broja ciklusa je
znatno veca od jedinice,

(4) potencijal pika se menja sa brzinom polarizacije, slika 4.11.

(3) za 8HQ
Iz cikliénih voltamograma prikazanih na slici 4.12 moguce je konstatovati prisustvo
jednog anodnog i dva katodna pika u osnovnim elektrolitima cele ispitivane pH oblasti.
U pogledu polozaja i intenziteta anodnog pika i katodnih pikova, a u skladu sa
teorijskim predvidanjem da oksidacija 8HQ na GCPE predstavlja dvoelektronski proces,

moguce je zakljuciti sledece:

(1) u anodnoj oblasti se javlja jedan pik, a u katodnoj dva,

(2) razlika potencijala izmedu anodnog i prvog katodnog pika je znatno veca od 28 mV,
koliko se o¢ekuje za dvoelektronski, reverzibilan proces,

(3) odnos intenziteta prvog anodnog i katodnog pika (lp/loc) posle izvesnog broja
ciklusa je znatno veca od jedinice,

(4) potencijal pika se menja sa brzinom polarizacije, slika 4.15.

Uzevsi u obzir pravila o reverzibilnoti procesa®, nedvosmisleno se zakljucuje se
da je proces elektro-oksidacije ispitivanih hinolina ireverzibilan. Ovo se objasnjava time
Sto je elektrodni proces prenosa elektrona, odnosno, elektrohemijski stupanj, pracen

brzom hemijskom reakcijom dimerizacije, odnosno hemijskim stupnjem.

Brzina elektrohemijske oksidacije svih ispitivanih hinolina je konrolisana
difuzijom elektroaktivnih vrsta, kao najsporijim stupnjem celokupnog procesa.
Difuziona priroda elektro-oksidacije svih ispitivanih hinolina je potvrdena linearnom

zavisnoscu logaritma struje CV pika od logaritma brzine skeniranja, log I, = f (log v).
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Ta zavisnost je: za 6AQ prikazana na slici 4.7, isecak, gde je korelacioni koeficijent r =

0,9966, a nagib prave 0,492; za 6HQ prikazana na slici 4.11, isecak, gde je korelacioni

koeficijent r = 0,9971, a nagib 0,471; za 8HQ prikazana na slici 4.15, isecak, gde je

korelacioni koeficijent r = 0,9946, a nagib 0,496 (Sto je u skladu sa teorijskom

vrednoséu nagiba difuzijom kontrolisanog procesa, i iznosi 0,50)>°.

5.3. VOLTAMETRIJSKO ODREDIVANJE
ISPITIVANIH HINOLINA

5.3.1. DPV odredivanje

Slicno CV ponasanju za 6AQ DPV pikove moze se konstatovati sledece:

anodni DPV pikovi sa ramenom na pH = 2 i pH = 3 (krive 1 i 2, slika 4.19) poti¢u
od inicijalne jednoelektronske oksidacije dikatjonske vrste [H-6-QNH3]* i
monokatjonske vrste [6-QNHs]",

anodni pikovi sa ramenom u pH opsegu 4-9 (krive 3-8, slika 4.19) mogu biti
pripisani inicijalnoj jednoelektronskoj oksidaciji monokatjonske vrste [6-QNH3]" i
neutralne vrste [6-QNH.],

Siroki pikovi na pH > 10 (krive 9-11, slika 4.19) se javljaju usled inicijalne,
jednoelektronske oksidacije [6-QNH].

Sli¢no CV ponasanju za 6HQ DPV pikove moze se konstatovati sledece:

pH < ~ 5 poticu od inicijalne jednoelektronske oksidacije protonovane,
monokatjonske 6HQ vrste, [H-6-QOH]" (krive 1—4, slika 4.22),

~ 6 < pH <~ 9 poticu od inicijalne jednoelektronske oksidacije neutralne 6HQ vrste,
[6-QOH] (krive 5-8, slika 4. 22),

pH >~ 10 poticu od inicijalne jednoelektronske oksidacije deprotonovane, anjonske

6HQ vrste, [6-QO] (krive 9—11, slika 4.22)
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Slicno CV ponasanju za 8HQ DPV pikove moze se konstatovati sledece:

e pH < ~ 5 poticu od inicijalne jednoelektronske oksidacije protonovane,
monokatjonske 8HQ vrste, [H-8-QOH]" (krive 1—4, slika 4.25),

e ~5<pH <~ 10 poti¢u od inicijalne jednoelektronske oksidacije neutralne 8HQ
vrste, [8-QOH] (krive 5-9, slika 4.25),

e pH>~ 10 potic¢u od inicijalne jednoelektronske oksidacije deprotonovane, anjonske
8HQ vrste, [8-Q0] (krive 10—11, slika 4.25).

Na slikama 4.21, 4.24 i 4.27 su prikazane kalibracione prave dobijene pri
odredivanju 6AQ, 6HQ i 8HQ, respektivno. Njihovi korelacioni koeficijenti: 0,9996 za
6AQ, koncentracioni opseg (1-10) x 10 ° mol/L, 0,9963 za 6HQ, koncentracioni opseg
(1-10) x 107" mol/L, 0,9955 za 8HQ, koncentracioni opseg (1-10) x 107" mol/L,
ukazuju na to da se GCPE moZe koristiti za njihovo kvantitativno odredivanje.
Najmanja koncentracija analita 8HQ, kao i 6HQ, koja daje analiti¢ki koristan pik je 14,5
ug/L, dok je za 6AQ ta koncentracija 144 ug/L. Kada se radi o smesi ispitivanih

hinolina, nije ith moguce razdvojiti usled male razlike potencijala njihovih pikova.

5.3.2. AdSDPV odredivanje

Na slikama 4.20, 4.23 i 4.26 su prikazane zavisnosti struja AdSDPV pikova, Iy,
u funkciji vremena depozicije, tgep za 6AQ, 6HQ i 8HQ, respektivno. Moze se videti da
je za 6AQ optimalni depozicioni period 50 s na 0,0 V. Pod ovim uslovima, dobija se pik

¢iji je intenzitet 50% visi u odnosu na intenzitet pika bez depozicije. Za 6HQ optimalni
depozicioni period je 60 s na 0,0 V. Pod ovim uslovima, dobija se pik ¢iji je intenzitet
tri puta veci u odnosu na intenzitet pika bez depozicije. Za 8HQ optimalni depozicioni
potencijal je 300 s na 0,0 V. Pod ovim uslovima, dobija se pik ¢iji je intenzitet oko dva
puta veci u odnosu na intenzitet pika bez depozicije.

U slicaju sva tri ispitivana hinolina povecanje osetljivosti kvantitativnog
odredivanja je moguce posti¢i primenom AdSDPV. Kao i DPV, ni AASDPV se ne moze

koristiti za odredivanje smeSe ispitivanih hinolina.
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5.4. HPLC ANALIZA ISPITIVANIH HINOLINA
5.4.1. RP-HPLC ponasSanje

Prilikom razvijanja HPLC metode potrebno je napraviti takav odabir eluenta,
kolone, detektora i ostalih uslova snimanja tako su zadovoljeni slede¢i kriterijumi: (1)
dobijeni pikovi su dobro razdvojeni i pravilnog oblika, (2) vreme analize $to krace, (3)
osetljivost odredivanja maksimalna. U cilju razvijanja i optimizacije HPLC metode za
odredivanje smeSe 6AQ, 6HQ i 8HQ ispitano je njihovo ponasanje sa aspekta uticaja
udela organske faze u eluentu na oblik, polozaj i razdvojenost pikova. Neki drugi faktori
koje bi moglo menjati pri optimizaciji HPLC metode kao $to su kolona (tip, sastav,
veli¢ina Cestica materijala stacionarne faze), eluent (rastvara¢ drugacije polarnosti),
duzina kolone, tip detektora, protok, temperatura, su u ovom istrazivanju bili
nepromenjeni.

Pri odredivanju smesSe nejonskih, slabo polarnih substanci najcesée se
primenjuje RP-HPLC tehnika gde se kao stacionarna faza koristi nepolarni materijal,
dok je eluent polaran. Na mehanizam razdvajanja bi trebalo da uti¢u: odnos polarnosti
komponenata ispitivane smeSe, polarnost materijala kolone i polarnost eluenta.
Navedeni faktori direktno odreduju redosled eluiranja komponenti ispitivane smese.
Pravilo je da ona komponenta koja ispoljava najveéi stepen nepolarnosti
(hidrofobnosti), odnosno ona koja je najsli¢nija materijalu stacionarne faze, se eluira
poslednja i ovaj elekat se zove efekat polarnosti.

U slucaju ispitivanih hinolina najpre se eluira 6AQ, zatim 6HQ, pa 8HQ, slika

)127

4.38. Za molekul 6AQ, kao najpolarniji (polarna povrsina 38,91 A%, se otekuje da ¢e

)" ali se

biti prvi eluiran. 6HQ i 8HQ imaju istu polarnost (polarna povriina 33,12 A?
8HQ duze zadrzava na nepolarnom materijalu kolone. Razlog za to je Sto se 8HQ vezuje
za kolonu nepolarnom stranom molekula gde se nalaze atomi C3, C4, C5, C6, C10
(slika 2.1) za razliku od 6HQ koji na C6 ima vezanu OH grupu tako da ispoljava efekat
sterne smetnje za zadrzavanje na koloni, $to ima za rezultat njegovo krace zadrzavanje u
odnosu na 8HQ.

Medutim, ne treba zanemariti uticaj eluenta na zadrzavanje, a Cesto i poredak

eluiranja komponenata ispitivane smese na koloni. Poznato je da povecanje udela
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organske faze u eluentu ubrzava proces eluiranja komponenti i skra¢uje vreme analize.
Iz tabele 4.18 se vidi da se retenciono vreme svih ispitivanih hinolina skracuje sa
porastom udela metanola u mobilnoj fazi. Preciznije, za eluent sa udelom metanola od
80% retenciona vremena tri komponente su suviSe bliska, odnosno rezolucija pikova
nedovoljna, tako da je ovaj sastav eluenta neprihvatljiv. Upotrebom eluenta sa udelom
metanola od 20% pik koji poti¢e od 8HQ potpuno izostaje, dok je eluiranje 6HQ
neefikasno jer se deSava oko 36. minuta, Sto je suviSe dugo vreme analize za
trokomponentnu smesSu. Eluent koji ima sastav 50% metanol, 50% BR 7,28, je
najprihvatljiviji jer su pikovi svih komponenti dobro razdvojeni, 6AQ i 6HQ imaju
pravilne oblike, dok 8HQ ima mali tejling. Medutim, i kao takav, moze se koristiti za

kvantitativna odredivanja.

5.4.2. RP-HPLC odredivanje

Nakon formiranja metode za odredivanje smese ispitivanih hinolina, snimljeni
su kontrolni hromatogrami, koji su sluzili za proveru predlozene metode, odnosno
kalibracije. Posto su kalibracione prave dobijene za svaku komponentu u ispitivanom
koncentracionom opsegu linearne, 10-100 mg/L za 6AQ i 6HQ, i 20—100 mg/L za 8HQ
slika 4.41, konstatuje su da je moguca analiza odgovarajucih hinolina u datim opsezima
koncentracija. Analizom hromatograma datih na slikama 4.42—4.44, moze se zakljuditi
sledece:

(1) 6AQ
v za male koncentracije slaganje je perfektno, slika 4.42 (injektirana koncentracija

1,02 mg/L, dobijena koncentracija 1,02 mg/L);

v za velike koncentracije slaganje je dobro, slika 4.44 (injektirana koncentracija
101,6 mg/L, dobijena koncentracija 96,2 mg/L).
(2) 6HQ

v za male koncentracije je perfektno slaganje, slika 4.42 (injektirana koncentracija

1,01 mg/L, dobijena koncentracija 1,01 mg/L);
v za velike koncentracije slaganje je dobro, slika 4.44 (injektirana koncentracija
100,9 mg/L, dobijena koncentracija 100,1 mg/L).
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(3) 8HQ

v koncentracije < 10 mg/L nije moguée odrediti ovom metodom, slika 4.37
(ispitivanje uslova za formiranje metode), slika 4.42 (injektirana koncentracija
2,02 mg/L, izostaje merljiv pik)

v za koncentracije oko 20 mg/L slaganje je dobro, slika 4.43 (injektirana
koncentracija 20,18 mg/L, dobijena koncentracija 19,9 mg/L).

Predlozena metoda za RP-HPLC kvalitativno i kvantitativno odredivanje smeSe 6AQ,
6HQ i 8HQ je pogodna za odredivanje niskih koncentracija 6AQ i 6HQ, oko 1 mg/L,
kao i relativno visokih koncentracija, oko 100 mg/L, kao i za 8HQ koncentracije oko
20 mg/L ili 100 mg/L.
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6. ZAKLIUCAK

Na osnovu prikazanih i diskutovanih rezultata o voltametrijskom i hromatografskom
ponasanju i odredivanju, kao i 0 elektrohemijskom mehanizmu oksidacije 6-
aminohinolina (6AQ), 6-hidroksihinolina (6HQ) i 8-hidroksihinolina (8HQ), mogu se

izvesti sledeéi zakljuccei:

+ CV i DPV merenjima je pokazano, a semi-empirijskim kvantnohemijskim
proracunima potvrdeno, da oksidabilnost svih ispitivanih hinolina raste sa

porastom pH rastvora osnovnog elektrolita.

+ Kombinujudi rezultate CV analize i kvantnohemijske proracune zakljuéeno je da
se mehanizam elektro-oksidacije sastoji iz dva procesa: inicijalna

jednoelektronska oksidacija i inicijalna dvoelektronska oksidacija.

%+ Pri inicijalnoj jednoelektronskoj oksidaciji nastaju odgovarajuce, veoma
reaktivne radikalske vrste koje se vezuju, formiraju¢i dimere, koji, dalje, bivaju
podvrgnuti dvoelektronskoj oksidaciji pri ¢emu kao krajnji produkt nastaje

odgovarajuce hinonoidno jedinjenje.

+ Primenom AM1 metode u kombinaciji sa MM2 i COSMO pokazano je da:

v rekombinacija slobodnih radikala 6AQ vrsta, [6-QNH,]™", generisanih u
kiselim rastvorima, uglavnom vodi ka formiranju C5-C5 vezanih 6AQ
dimera, dok rekombinacija [6-QNH]" slobodnih radikala, generisanih u
baznim rastvorima, uglavnom vodi ka formiranju NH-C5 vezanih 6AQ
dimera;

v’ rekombinacija slobodnih radikala 6HQ vrsta, [H-6-QOH]**, [6-QOH]"" i
[6-Q0]’, u sirokoj pH oblasti, vodi ka formiranju C5-C5 vezanih 6HQ
dimera;

v" rekombinacija 8HQ vrsta uglavnom vodi ka formiranju C5-C5 vezanih
8HQ dimera, u sluaju rekombinacije radikala [H-8-QOH]™*" i [8-
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QOH]™, pri pH < ~9, odnosno, C7—C7 vezanih 8HQ dimera u slu¢aju
rekombinacije radikala [8-QQO]’, pri pH > ~9.
+ Inicijalna jednoelektronska oksidacija je odgovorna za pojavu glavnog anodnog

pika/pikova u 6AQ, 6HQ i 8HQ ciklovoltamogramima i DP voltamogramima.

+ Prema semi-empirijskim, kvantnohemijskim predvidanjima, inicijalna
dvoelektronska oksidacija se deSava u Sirokoj pH oblasti i odgovorna je za
nastanak anodnog pika na viSim potencijalima u odnosu na pik koji poti¢e od

jednoelektronske oksidacije.

+ Ovo predvidanje je potvrdeno pojavom dodatnog pika u ciklovoltamogramima
svih ispitivanih jedinjenja u kiseloj sredini, dok u baznoj, usled oksidacije

osnovnog elektrolita, njegova detekcija nije bila moguca.

+ Na osnovu rezultata dobijenih kontinualnim cikliranjem rastvora sve tri
ispitivane supstance zapaza se da se intenzitet glavnog pika/pikova smanjuje sa
porastom broja ciklusa, iz ¢ega se zakljucuje da se povrSina GCPE sa porastom
broja ciklusa sve viSe pasivizira usled dimerizacije, odnosno
oligo/polimerizacije, pri ¢emu dolazi do formiranja neprovodnog 6AQ, 6HQ ili
8HQ filma.

+ Pretpikovi u kontinualnim ciklovoltamogramima su posledica oksidacije

odgovarajuceg oligomera.

+ Kombinacijom voltametrijskih i teorijskih proucavanja zakljuCuje se da je
elektronemijska oksidacija 6AQ, 6HQ i 8HQ dvoelektronski, ireverzibilan i

difuzijom kontrolisan proces.

+ Na osnovu DPV analize u osnovnom elektrolitu, BR pufer/metanol, 80:20, (v/V)
pH = 2,00, utvrden je LOD 6AQ od 4,3 x 10"’ M, dok je najmanja koncentracija
koja daje analiticki koristan pik 144 pg/L. Primenom AdSDPV je moguce

povecati osetljivost odredivanja 6AQ do 1,5 puta, u odnosu na DPV.

+ Na osnovu DPV analize u osnovnom elektrolitu, BR pufer/metanol, 80:20, (v/v)
pH = 7,10, utvrden je LOD 6HQ od 9,0 x 10"® M, dok je najmanja koncentracija
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koja daje analiticki koristan pik 14,5 pg/L. Primenom AdSDPV je moguce

povecati osetljivost odredivanja 6HQ do tri puta, u odnosu na DPV.

+ Na osnovu DPV analize u osnovnom elektrolitu, BR pufer/metanol, 80:20, (v/v)
pH = 9,00, utvrden je LOD 8HQ od 5,2 x 108 M, dok je najmanja koncentracija
koja daje analiticki koristan pik 14,5 pg/L. Primenom AdSDPV je moguce

povecati osetljivost odredivanja 8HQ do dva puta, u odnosu na DPV.

%+ Primenom DPV ili AdSDPV nije moguée pojedinatno odrediti ispitivane

hinoline u smesi.

+ Pronadeni su optimalni uslovi za hromatografsko odredivanje smeSe ispitivanih
hinolina, odnosno, formirana RP-HPLC metoda koja podrazumeva: C18 kolonu,
eluent sastava metanol/BR pufer (10x razbl, pH 7,28) 50:50 (v/v), protok 1

mL/min, talasnu duzinu snimanja detektora 240 nm (T = 22 °C).

+ Trajanje HPLC analize je 10 min, a redosled eluiranja: 6AQ, 6HQ, 8HQ.
Rezolucija je zadovoljavajuca, izgled 6AQ i 6HQ pikova je pravilan, dok 8HQ

pik pokazuje post-pik sirenje (tejling), ali je, i pored toga, analiticki koristan.

+ Najmanja koncentracija 6AQ, kao i 6HQ odredivana ovom metodom je 1 mg/L,
dok je za 8HQ 20 mg/L.

%+ Za veoma osetljiva odredivanja ispitivanih hinolina DPV ili AASDPV su metode

od izbora, u odnosu na HPLC.

# Zahvaljuju¢i ovoj studiji omoguceno je kreiranja RP-HPLC metode za
odredivanje ispitivanih hinolina u smesi koriste¢i elektrohemijsku detekciju
(RP-HPLC-ED), odnosno, kuplovanje dve ovde primenjene tehnike, §to bi
rezultiralo povecanjem osetljivosti odredivanja u odnosu na pojedina¢no

primenjene tehnike.
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTOpCTBY

MoTnucaHu-a Mwunuua CteBuh

Bpoj uHaekca 302/06

NzjaBmbyjem
Aa je fOKTOpCcKa AucepTaumja nog HacnoBoMm
BonTtametpujcko u xpomartorpadpcko noHawawe u ogpehuBame

6- n 8-cyncTUTYyncaHMX XMHONMHA

® pe3ynTaT COnCTBeHOr UcTpaxueadkor paga,

e [a NpearoXeHa auceprauuja y uenvHn H1 y Aenosmuma Huje buna npegnoxeHa
3a pobujarbe OUNO Koje gunnome npema CTYAWjCKUM nporpaMvMa  Aapyrnx
BUCOKOLLKONCKMX YCTaHOBA,

e [a cy pesynTaTih KOPEKTHO HaBeaeHW

e [a HMCAM KpLMO/Na ayTopcka npasa M KOPUCTUO MHTENEKTYanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay,19.11.2012. roa. Sl pecsd Cself—

Munuuya Ctesuh



Mpwunor 2.

M3jaBa o MICTOBETHOCTM LUITAMNaHe U eJIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme ayTopa Mwunuua Cteuh

bpoj nHpekca 302/06

Cryawvjcku nporpam [okTopcke akagemcke cTyauje:

Hacnoe paga BontameTtpujcko n xpomaTtorpadcko noHawame u

oapehuBak-e 6- U 8-CyncTUTYMCaHUX XMHONMHA
MeHTOp Aap Jbybuwa M. UrkeaTtoBuh, BaH. npod.

MoTnucaxw/a Munuua Ctesuh

Wsjaerbyjem aa je wramnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA €MEeKTPOHCKO)]
Bepauju Kojy cam npegao/na 3a o6jaBrbuBake Ha noprtany [urutanHor
penosuTopujyma YHuBepauterta y Georpagy.

HosBorbaBam aa ce objaBe MOjM NWUYHW nojauu BedaHw 3a gobujare akagemckor
3Batba [OKTOPa Hayka, Kao LTO Cy WUMe 1 npeanme, roanHa U Mecto pohiersa U gaTym
oabpaHe papa.

OBM nMuHM nopaun mory ce o06jaBUTW Ha MPEXHUM CcTpaHuLama AuruTanHe
bubnuoreke, y enekrpoHckom katanory uy ny6nukauvjama YHusepsutera y Beorpapy.

MoTnuc poktopanga

Y Beorpaay, 19.11.2012. roga. Jé‘“""‘“ﬁe &" )

Munuua Cresuh



Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem YHusepsuteTcky Gubnuoteky ,Ceetozap Mapkosuh* aa y [Jurutanum
penosutopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy QOKTOpCcKy AucepTauujy noa
Hacnoeom:

BontameTtpujcko u xpomatorpadcko noHawawe U ogpefjuBame
6- U 8-CynCTUTYMCAHNUX XMHONKUHA
Koja je moje ayTopcko geno.

HAucepTauujy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHckomM dopmaTy norofHom
3a TpajHO apxuBuMparse.

Mojy nokTopcky guceptauujy noxpaweHy y Juritanyv penosutopujym YHusepauteta
y Beorpaay Mory aa kopucTe CBM Koju nowuTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyymo/na.

@AyTopCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6es npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEepLUMjanHo — AenuTu Noa UCTUM yCroBuMa
5. AytopctBo — ©e3 npepage

6. AyTOpCcTBO — AEnNUTU NOA UCTUM yCroBUMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeaHy oA LWecT MOHYReHWX NUUEHUW, KpaTak onuc
nvueHum aaT je Ha nonehuHu nucta).

MoTtnuc pokTtopanaa
7 - X
Y Beorpaay, 19.11.2012. rop. ..fféa/““gft g M

Munwuua Ctesuh



1. AyTopctBo - [lo3BosbaBate yMHOXapare, AMCTpubyuujy W jaBHO caonwTaBake
[ena, v npepaje, ako ce HaBefe uMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH oa cTpaHe ayTopa
WNK Jasaoua nuueHue, Yak u y komepuwjanHe cepxe. OBo je HajcrnoboaHuja oa cBKX
nULEeHUN.

2. AytopcTBO — HekoMepumjanHo. [lo3eorbaeare yMmHoXaBake, AUCTpUBYLIM)Y U jaBHO
caonwTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HayuH oapehed of
cTpaHe ayTopa wnu pgaeaoua nuuedue. OBa nuLeHUa He [03BOSbaBa KoMepLujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekoMepuumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
avctpnbyumrjy WM jaBHO caonwTasawe gena, 06e3 npomeHa, npeobnukoBarwa Mnn
ynoTpebe pena y cBOm Aeny, ako Ce Hapefe ume aytopa Ha HauvH oapeheH of
cTpaHe ayTtopa wnu aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He Jo03BOrbaBa KoOMepuujanHy
ynoTpeby nena. Y ogHocy Ha CBe ocCTane NUUEeHUe, 0BOM NULEHLOM Ce orpaHuyasa
Hajsehn 0bum npaea kopuwheka aena.

4. AYTOpCTBO - HEKOMepuwujanHo — AenuTu nod WCTMM ycrioeuma. [losBorbapare
yMHOXaBare, AncTpubyuwnjy 1 jaBHo caoniwitaBawe gena, v npepane, ako ce Hasege
nme aytopa Ha HauuH ogpefeH o4 cTpaHe ayTopa wMnu Aasaoua fMUEHLEe U ako ce
npepaga auctpubyupa nog WCTOM UNM cnudHoM nwvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTtBo — Oe3 npepage. [lo3sorbaBate ymMHOXaBakwe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTagare aena, 6e3 npomeHa, npeodbnukoeaka unun ynotpebe gena y cesom geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH oapefeH o cTpaHe aytopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua A03BorbaBa KoMepuujandy ynotpedy gena.

6. AyTopcTBO - QOenutu nog WMCTMM  ycrnoBuma. [103BOrbaBate yMHOXaBase,
anctpmbyunjy 1 jaBHo caonwiTaBake Aena, u npepaje, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HaunH ofapeheH oA cTpaHe ayTopa WnW fdasaoua NUUEeHUe W ako ce npepaja
auctpubyvpa nog MCTOM WNM  cnudHom nuueHuom. OBa nuueHua [Jo3sorbasa
KoMepumjanHy ynoTpeby pena u npepaga. CnuyHa je codTBepckum nuueHuama,
O[HOCHO NuLEeHUama OTBOPEHOT Koaa.



