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Sazetak

Cilj istrazivanja: Ideja rada je ujedno i op¢i cilj ovog rada, a to je ispitati ponasanje galne kiseline kao
jednostavnog fenola u fizioloskim elektrolitima, u simuliranoj zelu€anoj kiselini i fizioloskom fosfatnom puferu.
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izvedeni su zakljucci o mogucnosti primjene voltametrijskih metoda u procjeni antioksidacijske aktivnosti.
Potrebno je pronaci korelaciju izmedu rezultata elektrokemijskih i spektrofotometrijskih metoda koja bi
omogucila primjenu elektrokemijskih metoda kao standardnih metoda za ovu namjenu.

Materijali i metode: Elektroda od staklastog ugljika je modificirana jednozidnim i viSezidnim ugljikovim
nanocjevCicama u svrhu poboljSanja prijenosa elektrona i poveéanja osjetljivosti. Vodenim ekstraktima
odabranih biljaka odrediti koncentraciju galne kiseline diferencijalnom pulsnom voltametrijom. Istim
ekstraktima odrediti ukupne fenole i antioksidacijsku aktivnost klasi¢nim spektrofotometrijskim metodama.
Rezultati: Nakon analize dobivenih rezultata najbolji odziv prema galnoj kiselini pokazala je elektroda
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1. UVOD



U suvremenom drustvu sve je veci interes za zdravlje 1 dobrobit pojedinca. S porastom
svijesti 0 vaznosti pravilne prehrane i njezinog utjecaja na ocuvanje zdravlja, znanstvenici
su usmjereni na istrazivanje razli¢itih aspekata nutricionizma, medu koje spada i
antioksidacijska aktivnost.

Antioksidansi su tvari koje imaju sposobnost neutralizacije slobodnih radikala u tijelu,
C¢ime Stite stanice od oksidativnog stresa i1 potencijalnih oSte¢enja. Stoga je odredivanje
antioksidacijske aktivnosti postalo kljunim za razumijevanje potencijalnih zdravstvenih
beneficija razlicitih sastojaka hrane.

U ovom radu fokusirat ¢emo se na usporedbu metoda za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti u razli¢itim uzorcima. Konkretno, usporedit ¢emo elektrokemijske metode s
klasicnim kemijskim metodama. Elektrokemijske metode, u ovom slucaju ciklicka
voltametrija, predstavljaju relativno nov pristup u analizi antioksidacijske aktivnosti, no u
usporedbi s tradicionalnim metodama omogucuju brze, preciznije i1 osjetljivije mjerenje.
Klasi¢ne kemijske metode, FRAP i Folin-Ciocalteu metoda, koriste kemijske reakcije za
kvantitativno odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzorka.

Cilj rada je analizirati prednosti 1 ograni¢enja navedenih metoda te usporediti njihove
rezultate u odredivanju antioksidacijske aktivnosti u razli¢itim uzorcima. Razumijevanje i
evaluacija ovih metoda za mjerenje antioksidacijske aktivnosti doprinose boljem
razumijevanju njihove primjene u raznim istrazivackim i industrijskim granama te pruza
smjernice za odabir najprikladnijih metoda ovisno o specificnim potrebama i ciljevima analize

antioksidacijske aktivnosti.



1.1.Antioksidansi

Antioksidansi su organske tvari ili molekule koje pronalazimo najcesc¢e u biljkama, a
sluze kao tvari koje inhibiraju ili odgadaju oksidaciju koju mogu izazvati slobodni radikali
(1).

Oksidacija je kemijska reakcija kojom nastaju slobodni radikali. Kao najznacajniji
antioksidansi isticu se fenolni i polifenolni spojevi. Oni svojim djelovanjem inaktiviraju
slobodne radikale i reaktivne kisikove spojeve, tako Sto im doniraju elektron Cime se
zaustavlja lancana reakcija oksidacije. Slobodni radikali i1 reaktivni kisikovi spojevi nastaju
kao nusprodukti metabolizma stanica ili kao odgovor na vanjske faktore, a svojim
djelovanjem mogu dovesti do oSte¢enja ili unistenja stanica. Antioksidansi njihovom
inaktivacijom sprjecavaju razvoj degenerativnih bolesti u ljudi koje mogu nastati oksidacijom

nukleinskih kiselina, proteina ili lipida (2).

Antioksidansi u za¢inskom bilju i dodacima prehrani

Timijan (Thymus vulgaris) je vrsta cvjetnice iz obitelji Lamiaceae (3). Kroz brojna
istrazivanja dokazana su antioksidativna, protuupalna i antikancerogena svojstva ekstrakta
timijana koja se pripisuju razli¢itim fenolnim spojevima, kao §to su linalol, kamfen, tujon,
karvakrol i timol (4,5). Danas se najceS¢e koristi kao zainsko bilje te u tradicionalnoj
medicini.

Kadulja (Salvia officinalis) takoder pripada obitelji Lamiaceae, zbog svojih
sekundarnih metabolita vazna je ljekovita biljka. U te metabolite pripadaju razni fenoli,
terpenoidi, polifenoli i flavonoidi. Razne studije identificirale su njihovu vaznu ulogu u borbi
protiv  oksidativnog stresa u stanicama, zajedno s njithovom antimikrobnom,
antikancerogenom 1 protuupalnom ulogom (6).

Ruzmarin (Salvia rosmarinus) se najceSce koristi kao konzervans za hranu te kao
aromati¢ni zacin u mediteranskoj kuhinji. Najproucavaniji sastojci ruzmarina su kafeinska
kiselina 1 njezin derivat, ruzmarinska kiselina. Smatra se da ti spojevi imaju antioksidativna
svojstva 1 istrazuju se kao potencijalne terapije za lijeCenje raznih upalnih stanja, posebice
stanja vezanih uz jetru (7).

Islandski lisaj (Cetraria islandica) Siroko je koriSten u narodnoj medicini za lijecenje
probavnih i respiratornih bolesti u obliku razli¢itih tinktura, vodenih ekstrakata i infuza.

Tradicionalna uporaba potvrdena je in vitro 1 in vivo farmakoloskim studijama. Osim toga,



istrazuju se nove terapijske aktivnosti, kao S§to su antioksidativne, imunomodulatorne i
antigenotoksicne (8).

Matcha prah dobiva se iz posebno uzgojenih i preradenih listova kineskog Cajevca
(Camellia sinensis) koji se tradicionalno konzumira na podruc¢ju isto¢ne Azije, a danas se
uglavnom proizvodi u Japanu (9). Dokazane prednosti uporabe matcha praha proizlaze iz
prisutnosti antioksidansa, kao Sto su flavonoli, flavandioli i fenolne kiseline, koji ¢ine ¢ak do
30% suhe mase. Zbog antioksidativne, antivirusne i protuupalne funkcije, stimulirajucih
imunoloskih 1 detoksikacijskih procesa, konzumacija zelenog ¢aja povezana je sa smanjenim
rizikom od bolesti krvozilnog sustava i karcinoma (10).

Goji bobice (plodovi Lycium) dobivaju se iz dvije blisko povezane biljke, Lycium
chinense 1 Lycium barbarum. Obi¢no ih pronalazimo u Aziji, osobito u sjeverozapadnim
dijelovima Kine. Za antioksidativno djelovanje goji bobica zasluzna je prisutnost brojnih
fenolnih spojeva, kao Sto su kafeinska kiseina, kumarinska kiselina, rutin, rutinozid i

kvercetin-diglukozid (11).

1.1. Galna kiselina
Galna kiselina (poznata i pod nazivom 3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) pripada
skupini fenolnih kiselina (Slika 1). Galnu kiselinu pronalazimo u biljnim materijalima u
obliku slobodnih kiselina, estera, derivata katehina i hidroliziranih tanina. Ekstrakcija galne
kiseline iz takvih prirodnih izvora provodi se sa polarnim otapalima kao $to su voda, etanol,

metanol ili njihove kombinacije.

¢

-

L
o S0
Slika 1. Strukturni prikaz galne kiseline (12).

Antioksidativni uc¢inak pokazao se klju¢nim u sudjelovanju galne kiseline u raznim
bioloSkim procesima. Za snazno antioksidacijsko djelovanje zasluzna je sama struktura galne
kiseline u kojoj se nalaze 3 hidroksilne skupine na poloZajima 3, 4 1 5. Te tri hidroksilne
skupine, koje su direktno vezane na benzenski prsten, sklone su oksidaciji kao Sto je
prikazano na slici 2. To rezultira nastankom vodikovog peroksida, semikinonskog radikala i
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kinona (1). Galna kiselina ima raznovrsnu primjenu u razli¢itim podrucjima farmaceutske i
prehrambene industrije u kojima se koristi u proizvodnji antibiotika Sirokog spektra te kao

antioksidans u mastima i uljima.

(@]

HO
OH

HO

2 OH

Galna kiselina Semikinonski radikal Kinon

Slika 2. Reakcija oksidacije galne kiseline (1).

1.2. Literaturni pregled — dosadasnja postignuca

Pregledom dosadasnjih postignu¢a moze se uociti kako su se elektrokemijske metode
(prije svega voltametrija) uglavnom koristile za odredivanje antioksidativnog kapaciteta
polifenolnih spojeva. Jedno od prvih zabiljeZenih istraZivanja na ovu temu je ono profesora
Kilmartina i suradnika na Sveucili§tu Auckland 2001. godine u kojem je ciklicka voltametrija
na staklastoj ugljikovoj elektrodi predlozena kao metoda za procjenu antioksidativnog
kapaciteta vina 1 njegovih fenola (13). Firuzi 1 suradnici su kroz svoja istrazivanja 2005.
godine uocili ucinkovitost ciklicke voltametrije 1 spektrofotometrijskih metoda (FRAP
metoda) u odredivanju antioksidativnog kapaciteta flavonoida (14). Komorsky-Lovri¢ i
suradnici su razvili voltametrijsku metodu na parafinom impregniranoj ugljikovoj elektrodi za
odredivanje antioksidativnog kapaciteta listova €aja te raznog voca 1 povréa (15). Moderne
voltametrijske metode omogucuju analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenskom
periodu uz koriStenje osjetljive, jeftine i lako primjenjive opreme. Stoga je cilj daljnjih
istrazivanja na ovu temu razviti i1 validirati jednostavnu, osjetljivu, pouzdanu 1 brzu
elektrokemijsku metodu za odredivanje antioksidativnog kapaciteta pojedinih sastojaka u

namirnicama, koja bi bila pogodna za daljnje analize u industriji (16).
1.3. Metode

1.3.1. Voltametrijske metode
Voltametrija kakvu danas poznajemo razvijena je uz pomo¢ otkri¢a polarografije

1922. godine za §to je zasluzan ceSki kemicar Jaroslav Heyrovsky. Rane voltametrijske
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metode nisu bile pogodne za rutinsku analiti¢ku uporabu, no tokom Sezdesetih i sedamdesetih
godina proslog stoljeca napravljeni su znacajni pomaci u razvoju tih metoda. Povecanjem
osjetljivosti 1 proSirenjem repertoara analitickih metoda zajedno s pojavom jeftinih
operacijskih pojacala olakSan je brzi komercijalni razvoj jeftinih instrumenata (17).
Zajednicka karakteristika svih voltametrijskih metoda je mjerenje struje (i) nastale na radnoj
elektrodi koja se razvija uslijed kontinuirane promjene potencijala (£) u odredenom vremenu
(¢) (18). Voltametrijske metode, za razliku od potenciometrijskih, smatramo aktivnima zato
Sto primijenjeni potencijal uzrokuje promjenu u koncentraciji elektroaktivne tvari na povrsini
elektrode uslijed redukcije, odnosno oksidacije koja se odvija pri njegovim promjenama.
Glavne analiti¢ke prednosti voltametrijskih metoda ukljuc¢uju visoku osjetljivost (10712 do 10!
M), Sirok temperaturni raspon, brzo vrijeme analize te velik broj razli¢itih otapala i elektrolita
koji se mogu koristiti. (17). Voltametrija se najceSée primjenjuje u istrazivanju
elektrokemijskih procesa, u medicini za in vivo pracenje koncentracije nekih molekulskih
vrsta u zivotinjskim organima i organima covjeka te u istrazivanju stvaranja i reakcija
oksidnih slojeva na povrsini metala (19).

Osnovne jedinice modernog voltametrijskog instrumenta ¢ine rac¢unalo, potenciostat 1
elektrokemijski ¢lanak (Slika 3). Potenciostat sluzi za promjenu potencijala i mjerenje struje,
dok elektrokemijski €lanak sluZi kao nosac otopine analita u koje su uronjene elektrode. Tri
elektrode koje se koriste u voltametrijskim metodama su radna, referentna 1 protuelektroda.
Struja se mjeri izmedu radne i protuelektrode (mjeri se signal odziva), a potencijal izmedu

radne i referentne elektrode (signal pobude) (19,20).

APARATURA:

Referentna

POTENCIOSTAT elektroda

1

=~

o

Radna
elektroda

Protu
elektroda

Slika 3. Prikaz aparature za provedbu voltametrijskih mjerenja (21).

Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija jedna je od najcesc¢e koriStenih elektrokemijskih tehnika za

odredivanje razli¢itih svojstava antioksidansa. Ova tehnika pruZa informacije o difuzijskoj 1

6



adsorpcijskoj prirodi elektrodne reakcije, termodinamici redukcijskih i oksidacijskih procesa
te kinetici heterogenih reakcija prijenosa elektrona (1). Potencijal radne elektrode linearno se
skenira (u usporedbi s referentnom elektrodom) od pocetne do konac¢ne vrijednosti, a zatim se
vraca natrag dok se istovremeno biljezi struja (22). Rezultati se prikazuju u obliku
voltamograma (Slika 4) gdje se na x-osi prikazuje parametar koji je nametnut sustavu, ovdje
je to primijenjeni potencijal (E), dok je na y-osi prikazan rezutirajuci strujni prolaz (i) (23).
Voltamogrami pruzaju vrlo vazne podatke poput E, (anodni potencijal), E. (katodni

potencijal), /. (anodna vrsna struja) i /. (katodna vrSna struja) (1).

200 -

Oxidation

Current (A)

E: Reduction

T T T T T T '
0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 06
Potential vs Ag/AgCl (V)

Slika 4. Voltamogram (1).

VaZan parametar u cikli¢koj voltametriji je brzina skeniranja (scan rate), odnosno
brzina kojom se mijenja potencijal. Obicno se izrazava u voltima po sekundi (V/s) ili
milivoltima po sekundi (mV/s). Brzina skeniranja utjece na oblik voltamograma i moZe se
koristiti za proucavanje kinetike elektrokemijskih reakcija. Pri ve¢im brzinama skeniranja
dolazi do smanjenja difuznog sloja na elektrodi $to kao posljedicu ima opaZanje vecih struja.
Opcenito, odabir odgovarajuce brzine skeniranja ovisi o samom istraZzivackom pitanju i
svojstvima analiziranog sustava (23).

Ciklicka voltametrija naj¢esce se primjenjuje u istrazivanju elektrokemijskih procesa i
u analiticke svrhe. Prikladna je za utvrdivanje mehanizma elektrokemijskih reakcija, a rabi se
1 u medicini za in vivo pracenje koncentracija razli¢itih molekulskih vrsta u zivotinjskim 1

ljudskim organima (19).

Diferencijalna pulsna voltametrija
Diferencijalnu pulsnu voltametriju karakterizira stupnjevita promjena potencijala u
ovisnosti o vremenu. Provodi se tako da se na osnovni potencijal (£;) superponira pravokutni

naponski impuls amplitude od 10 do 100 mV u kratkom vremenskom intervalu (5 do 100 ms).
7



Na slici 5 prikazani su signal pobude 1 signal odziva kod diferencijalne pulsne voltametrije.
Takvi kratkotrajni pulsevi predstavljaju signal pobude. Struja unutar celije mjeri se prije
idu¢eg naponskog impulsa (/1) i na kraju trajanja impulsa (/2). Kao signal odziva biljezi se
razlika izmedu tih izmjerenih vrijednosti u ovisnosti o potencijalu elektrode i ima oblik vrha
(pika) cija je visina proporcionalna koncentraciji analita (19). Diferencijalni pulsni
voltamogrami imaju jasno izrazene vrhove $to ih ¢ini pogodnima za analiticke svrhe. Granica

detekcije iznosi 108 M (20).

Potencijal, (V)
Jakost struje, (V)

Ep

Vrijeme, {min) Potencijal, (V)

Slika 5. Signal pobude i signal odziva kod diferencijalne pulsne voltametrije (24).

Diferencijalnu pulsnu voltametriju predlozili su Barker i Gardber 1958. godine kao
tehniku za elektrokemijsko otkrivanje spojeva pri niskim granicama kvantifikacije 1 detekcije
(1). Osim za analiticke svrhe koristi se 1 za karakterizaciju molekulske grade cestica
elektroaktivne tvari u otopini. Zbog izrazite osjetljivosti same metode nuZna je uporaba
posebno Cistih otapala (takozvana ultra €ista otapala) i kemikalija koje se koriste kao osnovni
elektroliti pri mjerenju. Osim vode, koriste se i brojna nevodena otapala Sto omogucuje
odredivanje molekulskih vrsta koje nisu topljive u vodi. Nedostaci ove metode ukljucuju
relativno dugo vrijeme mjerenja 1 neprikladnost za istraZzivanje sloZenijih sustava zbog

nemogucnosti razluc¢ivanja signala odziva (19).

1.3.2. Spektrofotometrijske metode

Folin-Ciocalteu metoda
Folin-Ciocalteu metodu osmislili su 1927. znanstvenici Otto Folin 1 Vintil Ciocalteu
kao metodu za kvantifikaciju tirozina 1 triptofana u proteinima (25). Odredivanje Folin-

Ciocalteu indeksa je spektrofotometrijska metoda temeljena na mjerenju apsorbancije pri
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valnoj duljini od oko 760 nm. Folin-Ciocalteu index je numericka vrijednost koja predstavlja
ukupnu koli¢inu fenola u uzorku temeljena na reakciji izmedu fenolnih spojeva i Folin-
Ciocalteu reagensa (Slika 6). Nereducirani Folin-Ciocalteu reagens (zuto obojenje) sastoji se
od fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline koje reagiraju s fenolnim spojevima prilikom

cega se reagens reducira 1 nastaje mjesavina plavih molibdenovih i volframovih oksida.

OH OH ——
Folin Reagent
(MO&I‘,WS*}
R R
0 o]

| I Reduced Folin

Reagent
( M 06+.W6+)

Slika 6. Prikaz redukcije Folin-Ciocalteu reagensa (26).

Reakcija se odvija u luznatom mediju, a intenzitet dobivenog plavog obojenja ovisi o
koli¢ini fenola u otopini. Nastalo obojenje nije stabilno i razvija se tijekom vremena u dvije
faze: brza i spora faza. U brzoj fazi (0-30 minuta) dolazi do nastanka plave boje, a u sporoj
(nakon 30 minuta) razvija se tamno plavo obojenje. Ako se ocitanje apsorbancije vr$i nakon
30-45 minuta pogreska je vrlo mala i dobivena vrijednost se moze reproducirati (27). Galna
kiselina je najc¢eS¢a referentna molekula koja se koristi za izraZzavanje rezultata, koji se

prikazuju kao ekvivalenti galne kiseline po jedinici uzorka (25 ).

Unato€ svojoj prvotnoj namjeni, prehrambena i poljoprivredna industrija ve¢ dugi niz
godina upotrebljavaju ovu metodu za odredivanje ukupnih fenola. Siroka primjena Folin-
Ciocalteu reakcije kao zlatnog standarda za kolorimetrijsku kvantifikaciju ukupnih fenola lezi
u njenoj jednostavnosti, brzini i1 niskoj cijeni, budu¢i da se temelji na redukciji
molibdofosfatnih 1 volframfosfatnih aniona u luznatom mediju pomoc¢u fenola, koji se
oksidiraju do kinona. Ipak, jednostavnost ove redoks reakcije dovodi do nedostatka
specifiCnosti zbog raznih interferencija kao $to su proteini, aminokiseline, nukleotidi,

askorbinska kiselina, aldehidi, ketoni 1 organske kiseline (28).



FRAP metoda

FRAP (eng. Ferric reducing/Antioxidant power) metodu 1996. godine razvili su
znanstvenici Benzie i1 Strain kako bi odredili antioksidacijsku aktivnost krvne plazme (29).
Metoda mjeri sposobnost antioksidansa da reducira kompleks Fe** (feri oblik) i liganda, koji
je najées¢e TPTZ (2.,4,6-tripiridil-s-triazin), u kompleks Fe*" (fero oblik) i ligand prilikom
Cega nastaje plavo obojenje (Slika 7). Antioksidativna aktivnost odreduje se kao promjena
apsorbancije pri 593 nm, a rezultati se izrazavaju kao mikromolarni ekvivalenti Fe?" ili u
odnosu na antioksidativni standard. Za razliku od drugih metoda koje se temelje na prijenosu
elektrona, FRAP se provodi u kiselim uvjetima (pH = 3,6) kako bi se zadrzala topljivost
zeljeza. lako izvorni FRAP test koristi TPTZ kao ligand koji veze zeljezo, postoje i
alternativni ligandi takoder koriSteni za vezanje zeljeza kao §to je ferozin za procjenu

antioksidativnog djelovanja askorbinske kiseline (30).

FRAP je brza, jeftina i jednostavna metoda koja ne zahtjeva specijaliziranu opremu.
Originalno zamis$ljena za mjerenje redukcijske snage u plazmi, danas se najces¢e koristi za

procjenu antioksidativne aktivnosti u hrani, biolo§kim teku¢inama i ekstraktima biljaka (31).

Slika 7. Strukturni prikaz reakcije do koje dolazi FRAP metodom (29).

1.4. Elektrode u voltametriji
Radna elektroda — elektroda od staklastog ugljika
Struktura staklastog ugljika dugo je bila predmet rasprava. Raniji strukturni modeli
pretpostavljali su prisutnost sp® i sp® hibridiziranih atoma, no utvrdeno je da se radi samo o

sp? hibridiziranim atomima. Model prikazan na slici 8 bio je $iroko prihvaéen, no pokazao se
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nedostatan u brojnim aspektima. Primjerice, model sa Slike 8 bi zbog svoje strukture trebao
biti propustan za plinove, no to kod staklastog ugljika nije slucaj. Novija istrazivanja pokazuju

da staklasti ugljik ima strukturu povezanu s fulerenom (32).

Slika 8. Jenkins - Kawamura model staklastog ugljika (33).

Karakteristicne osobine elektroda od staklastog ugljika su relativno velika tvrdoca,
lomljivost, niska zilavost, visoka elektricna vodljivost, visoka toplinska otpornost, niska
gustoca, nepropusnost za plinove 1 tekucine, inertnost na koroziju i druge oblike kemijskog
napada, otpornost na abraziju, nisko trenje te karakteristiCna sjajna povrSina. Obrada
staklasto-uglji¢nih materijala takoder je izraZzena, s moguénosc¢u pripreme materijala u obliku
velikih kompaktnih tijela, ali i sitnih Cestica, tankih filmova, listova i1 vlakana (34). Elektroda
se pripravlja utiskivanjem valj¢ica ili ploCice staklastog ugljika u teflonski nosa¢ ili se

staklasti ugljik zalijepi aralditnim ljepilom u staklenu cjevcicu (19).

Referentna elektroda — srebro/srebroklorid elektroda
Zasniva se na reakciji :

AgCl+e 2Ag+Cl (E°=0222V) 1)

Priprema se tako da se komadi¢ srebrne Zice (srebrna elektroda) kojoj je jedan kraj
stvoren sloj tesko topljiva AgCl, uroni u kloridnu otopinu zasi¢enu s AgCl. Aktivitet Ag” iona
a time 1 potencijal elektrode, reguliran je koncentracijom kloridnih iona u otopini. Najcesce se
upotrebljava Ag/AgCl elektroda sa zasi¢enom otopinom KCl-a kojoj je elektrodni potencijal

+0,197 V u odnosu prema standardnoj vodikovoj elektrodi (19).
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Protuelektroda

Kao protuelektroda koristi se najéesée elektroda od platinskog lima ¢ija povrSina mora
biti visestruko veéa od radne elektrode, npr. povrsine 1 cm?. Platinska protuelektroda u
elektrokemijskoj ¢eliji je smjeStena nasuprot radnoj elektrodi u svrhu postizanja simetricnog

elektri¢nog polja.

1.5. Ugljikove nanocjevcice

Ugljikove nanocjev€ice su cilindricne velike molekule sastavljene od heksagonalnog
rasporeda hibridiziranih atoma ugljika, koje se mogu oblikovati tako da se zavijaju u jedan list
grafena (jednozidno omotane cjevéice od ugljika, SWCNT-ovi) ili zavijanjem vise listova
grafena (viSezidne cjevCice od ugljika, MWCNT-ovi) (Slika 9). Obi¢no su ugljikove
nanocjevCice zatvorene na jednom kraju hemisfericnim rasporedom ugljikovih mreza,
nazvanih fulereni, omotanih listom grafena (35). Nekoliko su stotina puta ¢vrsée od Celicnih
istoga presjeka, smatra se da to potjeCe iz njihove Sesterokutne strukture u kojoj se sile
istezanja rasporeduju ve¢om povrsinom i dijelom zbog jakosti kemijske veze izmedu atoma
ugljika. Pokazuju neobi¢na elektricna svojstva koja su posljedica "slobodnih" elektrona na
povrsini cjevéica "oslobodenih" u sp® hibridizaciji atomskih orbitala ugljika.

Svojstva nanocjevc€ica na kojima se temelji njihova primjena jesu:

e veliki omjer izmedu duljine 1 radijusa, Sto omogucuje bolju regulaciju usmjerenih
svojstava u¢injenog materijala

e 1imaju elektricna svojstva metala, poluvodi€a ili izolatora, $to ovisi o njthovom
promjeru, kiralnosti, povrSinskoj modifikaciji odnosno dopiranju

e imaju veliku mehanic¢ku ¢vrstocu; ¢vrsce su 1 fleksibilnije od ugljikova vlakna (eng.
carbon fiber)

e svojstva im se mogu promijeniti umetanjem metala u unutrasnjost cijevi, pri cemu
nastaju elektricni 1 magnetski nanovodovi; mogu se umetnuti i plinovi 1 tako sluze za

spremanje ili odvajanje plinova (19).
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Slika 9. Smjer nastanka, struktura i svojstva ugljikovih nanocjev¢ica (36).

SWCNT

Jednozidne ugljikove nanocjev€ice (SWCNT) su Suplji, dugi cilindri izradeni od
jednog atomskog lista ugljikovih atoma u reSetki saca. Posjeduju izvanredna toplinska,
mehanicka i elektricna svojstva te se smatraju jednim od najperspektivnijih nanomaterijala za
primjenu 1 osnovna istrazivanja. Promjeri ugljikovih nanocjevéica izrazavaju se u
nanometrima, dok su njihove duljine obi¢no mikroni i milimetri. Tipi¢na jednozidna ugljikova
nanocjevcica ima promjer od otprilike 1 nm 1 sastoji se od samo jednog atomskog lista, koji se

moze zamisliti kao smotana verzija grafena, tj. atoma ugljika (37).

MWCNT

Visezidne ugljikove nanocjevcice (MWCNT) sastoje se od vise jednozidnih ugljikovih
nanocjevcica koje su ugnijezdene jedna unutar druge tvore¢i koncentri¢ne cilindre. Glavna
razlika izmedu SWCNT 1 MWCNT je u tome $to su jednozidne fleksibilne, dok su viSezidne
¢vrste 1 krute strukture u obliku Sipke. Jednozidne su takoder manjih Sirina, promjera obi¢no u
rasponu od 1-2 nm, sa zakrivljenim strukturama, a ne ravnim. Zahvaljuju¢i jedinstvenim
cjevastim strukturama 1 savrSenom kovalentnom C-C lijjepljenju, MWCNT pokazuju
fascinantna fizi¢ka 1 kemijska svojstva kao Sto su ultra visoka mehanicka ¢vrstoca, vrlo dobra
elektricna i toplinska vodljivost, velika povrSina, poZeljna kemijska i ekoloSka stabilnost i
razli¢ite opticke karakteristike. MWCNT smatraju se najjac¢im materijalom ikada otkrivenim

(38).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Ispitati ponaSanje galne kiseline kao jednog jednostavnog fenola, standarda za mnoge
analize, u fizioloskim uvjetima, odnosno u fizioloSkim elektrolitima.

Ispitati elektrokemijsko ponasSanje galne kiseline u simuliranoj Zelu¢anoj kiselini i
fizioloSkom fosfatnom puferu na elektrodama s modificiranom povrsinom.

Odabrati elektrodu koja pokazuje najbolji odziv prema galnoj kiselini, odnosno
elektrodu s najboljom osjetljivoscu.

Odrediti pouzdanost pojedinih elektrokemijskih metoda pri odredivanju koncentracije
galne kiseline, odnosno pri procjeni antioksidacijske aktivnosti neke tvari.

Vodenim ekstraktima odabranih biljaka odrediti koncentraciju galne kiseline
diferencijalnom pulsnom voltametrijom.

Vodenim ekstraktima odabranih biljaka odrediti ukupne fenole.

Usporediti dobivene rezultate s rezultatima dobivenim klasicnom metodom 1 izvesti
zaklju¢ke o mogucénosti primjene voltametrijskih metoda u procjeni antioksidacijske

aktivnosti.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Kemikalije i priprava otopina

Za pripravu otopina potrebnih za provedbu eksperimenta koriStene su sljedece

kemikalije:

Tablica 1. Koristene kemikalije

Kemikalija ?:)[:Ilj::lu; ska Dobavljac

DusSi¢na kiselina (65%) HNO;3 T.T.T. d.o.o0., Sveta Nedjelja
Fosforna kiselina (85%) H3POg4 Merck-Alkaloid, Skoplje
Klorovodi¢na kiselina (36%) HCl T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja
Octena kiselina (99,8 %) CH3;COOH GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Etanol (96%) C2Hs0H GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Etanol (apsolutni) C2Hs0H GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Galna kiselina C7H60:5 Zﬁé\;{{A_ALDRICH CHEMIE
N,N-Dimetilformamid (DMF) CsH7NO MerckKgaA, Darmstadt
Natrijev klorid NaCl GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Kalijjev klorid KCl GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Natrijev hidrogenfosfat NaxHPOg4 GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Natrijev karbonat Na,CO;3 GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Natrijev acetat CH3COONa GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Zeljezo (IT) klorid heksahidrat FeCl3x6H,0O GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Zeljezo(IT) sulfat heptahidrat FeSO4x7H,0 GRAM-MOL d.o.0., Zagreb

Folin-Ciocalteu reagens

SIGMA-ALDRICH CHEMIE

GmbH

TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin)

SIGMA-ALDRICH CHEMIE

GmbH

Jednozidne ugljikove nanocijevcice
(SWCNT)

SIGMA-ALDRICH CHEMIE

GmbH

Visezidne ugljikove nanocijevcice
(MWCNT)

SIGMA-ALDRICH CHEMIE

GmbH
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Otopina dusSic¢ne kiseline (c = 0,5 mol/L, V=1L)
Otopina HNO; koncentracije 0,5 mol/L pripremljena je razrjedivanjem 34,62 mL
HNO; (masenog udjela 65%) do 1 L destiliranom vodom. Otopina sluzi za ispiranje

troelektrodne ¢elije 1 za ciklizaciju u svrhu ¢iS¢enja elektrode.

Simulirana Zelu¢ana Kiselina

Koncentracija klorovodi¢ne kiseline u zelu¢anoj kiselini iznosi oko 0,155 mol/L (pH =
1,45). Ostali glavni sastojci zeluCane kiseline su kalijev 1 natrijev kation. Za pripremu 1 L
zelucane kiseline potrebno je 13,31 mL HCI. U odgovaraju¢u €asu staviti 800 mL destilirane
vode i dodati kiselinu. U tako pripremljenu kiselinu dodati 5 g natrijevog klorida i jo§s 5 g
kalijevog klorida. Priredenu otopinu prebaciti u odmjernu tikvicu i nadopuniti destiliranom

vodom do oznake.

FizioloSki fosfatni pufer

Koncentracija fizioloSkog fosfatnog pufera iznosi oko 0,1 mol/L (pH = 7,4). Ostali
sastojci fizioloskog fosfatnog pufera su kalijev i natrijev kation. Za pripremu 1 L fizioloSkog
fosfatnog pufera : u odgovarajucu ¢aSu staviti 800 mL destilirane vode te otopiti 8 g NaCl,
200 mg KCl 1 1,44 g NaoHPOs4. Priredenu otopinu prebaciti u odmjernu tikvicu i nadopuniti

destiliranom vodom do oznake.

Priprava otopine galne kiseline (c = 0,01 mol/L, V=25 mL)
0,17 g galne kiseline je dodano u destiliranu vodu i odmjerna tikvica je nadopunjena

do kona¢nog volumena od 10 mL.

Zasicena otopina natrijeva karbonata
Otopiti 100 g bezvodnog natrijeva karbonata (Na,CO3) u 500 mL vode kuhanjem.
Ohladiti na sobnoj temperaturi uz dodatak nekoliko kristala natrijeva karbonata i filtrirati

nakon 24 sata.
Priprava acetatnog pufera (c = 0,3 mol/L, V=1L, pH=3,6)

Otopiti 3,1 g natrijevog acetata, CH3COONa x 3 H>O i 16 mL koncentrirane octene

kiseline, CH3COOH u odmjernoj tikvici od 1 L s destiliranom vodom.
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Priprava klorovodicne kiseline (¢ =0,040 mol/L, '=1 L)
400 mL 0,1 mol/LL HCI nadopuni sa destiliranom vodom do 1 L.

Priprava otopine TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin)
U 50 mL klorovodicne kiseline otopiti 159,4 mg TPTZ-a.

Priprava otopine Zeljezova (III) klorida (c = 0,020 mol/L. =100 mL)
Otopiti 551,6 mg zeljezo(III) klorida (FeCls x 6 H2O) u 100 mL destilirane vode.

Priprava mati¢ne otopine standarda Fe?*
Mati¢na otopina standarda pripravljena je otapanjem zeljezova(ll) sulfata (FeSO4 %
7H,0). Od mati¢ne otopine pripravljene su otopine s razli¢itim koncentracijama iona Fe?", od

100-1000 pmol/L.
Priprema radnog FRAP reagensa

Radni reagens FRAP-a pripravljan je svaki dan prije pocetka rada od : 25 mL
acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ otopine i 2,5 mL otopine FeCl; x 6 H>O.

3.2. Metode

Na slici 10 prikazano je tijelo radne elektrode i shema aparature za elektrokemijska

mjerenja.

Slika 10. Tijelo radne elektrode 1 shema aparature za elektrokemijska mjerenja. R — radna
elektroda, Rf — referentna elektroda, P — protuelektroda (39).
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3.2.1. Priprava elektroda
Priprava GC radne elektrode

Promjer elektroda: 6 mm
Povrsina elektroda: r’m = 0,283 cm?
Prije elektrokemijskih mjerenja elektrode su pripravljene na sljede¢i nacin (39):
1. Mehanicka priprema: - bruSenje metalografskim brusnim papirom gradacije 1200, 2000,
3000, a nakon toga sukcesivno metalografskim brusnim pastama Buhler Micropolish Alpha
Alumina finoée 1 um 1 0,05 um. Elektroda je isprana u destiliranoj vodi i ¢iS¢ena u
ultrazvucénoj kupelji u destiliranoj vodi, kako bi se uklonile necistoe zaostale nakon
poliranja.
2. Kemijska priprema: ispiranje u destiliranoj vodi, etilnom alkoholu i redestiliranoj vodi, a
zatim susSenjem u struji duSika 5 minuta.
3. Elektrokemijska priprema: u svrhu ¢iS¢enja i aktiviranja povrSine
I.  Katodna predobrada 60 sekundi na potencijalu -1,2 V
II.  Anodna predobrada 60 sekundi na potencijalu 1,2 V
II.  Ciklizacija (50 ciklusa) - elektroda je ciklizirana u 0,5 mol/L HNOs3 pocevsi od
0 V u katodnom smjeru do -1,0 V, u anodnom smjeru do 1,0 V te je zavrSena
na nuli uz brzinu promjene potencijala 100 mV/s.
Radna elektroda je imala stabilan i ponovljiv potencijal otvorenog strujnog kruga, Sto

je bio pokazatelj dobro pripremljene povrSine.
Referentna elektroda

Kao referentna elektroda koriStena je srebro/srebroklorid elektroda, Ag/AgCl (3 mol/L
KCI).

Protuelektroda

Kao protuelektroda koristena je elektroda od platinskog lima povriine 1 cm?. Platinska

protuelektroda u elektrokemijskoj ¢eliji smjeStena je nasuprot radnoj elektrodi.
Modifikacija radne elektrode sa SWCNT i MWCNT

Za pripremu jednog sloja ugljikovih nanocjevCica na prethodno mehanicki ili
elektrokemijski pripremljenu GC elektrodu naneseno je 15 mikrolitara suspenzije SWCNT (ili
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MWCNT) te je elektroda susena u suSioniku 30 minuta na 50 °C. Za drugi sloj postupak se
ponovi.

Nakon nanoSenja 2 sloja suspenzije i susenja, elektroda je ciklizirana u 0,5 mol/L
HNO:s (deset ciklusa) u podrucju potencijala od 0,0 V do 1,0 V te zatim u mjernom puferu pri
istim uvjetima.

Priprava suspenzije SWCNT (¢=0,5 mol/L, V =10 mL)

5 mg SWCNT dodano je u 10 mL dimetilformamida (DMF) te je smjesa tretirana u
ultrazvucnoj kupelji 2 sata za dobivanje homogene suspenzije pomocu uredaja Bandelin

Sonorex SUPER RK 103 H.
Priprava suspenzije MWCNT (¢=0,5 mol/L, V =10 mL)

5 mg MWCNT dodano je u 10 mL dimetilformamida (DMF) te je smjesa tretirana u
ultrazvucnoj kupelji 2 sata za dobivanje homogene suspenzije pomocu uredaja Bandelin

Sonorex SUPER RK 103 H.

3.3. Elektrokemijska mjerenja

Svi elektrokemijski eksperimenti izvedeni su pomocu potenciostata u standardnoj
troelektrodnoj celiji volumena 50 mL. Na slici 11 prikazana je fotografija potenciostata,
Autolab PGSTAT 302N sa softverom za prikupljanje i obradu podataka, GPES 4,9 Softwarea
(Eco Chemie, Eco Utrecht, Nizozemska) koji je spojen na osobno racunalo. Sve promjene su
biljezene ciklickom voltametrijom u Sirokom rasponu potencijala od —1,0 do 1,0 V u odnosu

na Ag/AgCl referentnu elektrodu.

Slika 11. Uredaj Autolab PGSTAT 302N, spojen na racunalo 1 troelektrodna ¢elija.
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3.4. Spektrofotometrijska mjerenja

Spektrofotometrijska mjerenja provedena su na uredaju Uredaj Cary 5000 UV-Vis-
NIR spektrofotometar u podru¢ju valnih duljina vidljive svjetlosti te na odredenim fiksnim
valnim duljinama ovisno o metodi. Dobiveni podaci su analizirani pomo¢u Cary WinUV
softwara. Cary 5000 je UV-VIS-NIR spektrofotometar visokih performansi s izvrsnim
fotometrijskim znacajkama. Moze mjeriti apsorbanciju(transmitanciju) uzoraka u Sirokom

podrucju valnih duljina, od 175 do 3300 nm te postaje mocan alat za znanstvena istrazivanja.

3.5. Priprava i karakterizacija realnih uzoraka

Odabrani realni uzorci: kadulja, timijan, ruzmarin, islandski liSaj, matcha prah i goji
bobice prikazani su na slici 12. Odabrano suho bilje kupljeno je u lokalnom marketu zdrave
prehrane.

Realni uzorci pripremljeni su ekstrakcijom 5 grama biljnog materijala u 80 mL
redestilirane vode. Uzorci su ekstrahirani u ¢aSama prekrivenim parafinskom folijom tijekom
24 sata na sobnoj temperaturi (Slika 13). Nakon 24 sata uzorci su filtrirani te su filtratima
odmah odredeni ukupni fenoli i antioksidacijska aktivnost predloZenim metodama.

Na isti nacin su uzorci priredeni i za elektrokemijska mjerenja, odnosno za odredivanje

galne kiseline diferencijalnom pulsnom voltametrijom.

Slika 12. Odabrano bilje za odredivanje ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti.
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Slika 13. Vodena ekstrakcija.

3.6. Folin-Ciocalteu metoda - odredivanje ukupnih fenola

Za izradu standardne krivulje pripravljene su otopine galne kiseline razlicitih
koncentracija koje su ustvari radni standardi koncentracija 0, 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L
(Slika 14). 250 pL otopine standarda mijeSa se s 15 mL destilirane vode, 1250 pL Folin-
Ciocalteu reagensa, 3750 pL zasiCene otopine natrijeva karbonata, dobro se promucka i
nadopuni do oznake s vodom (odmjerna tikvica od 25 mL) i ostavi stajati 2 sata na sobnoj

temperaturi u mraku.

Slika 14. Priprema otopina galne kiseline za izradu krivulje umjeravanja.

Nakon 2 sata mjeri se apsorbancija svake otopine kod 765 nm prema vodi u kivetama
Sirine 1 cm. Konstruirana standardna krivulja koncentracija prema apsorbanciji (Slika 16)
sluzi za procjenu ukupnih fenola u uzorcima. Vrijednosti za krivulju umjeravanja prikazane u

Tablici 2.
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Tablica 2. Vrijednosti apsorbancije za konstruiranje krivulje umjeravanja za standard galna

kiselina.
Srednja vrijednost
Koncentracija, mg/L Standardna devijacija
apsorbancije

0,00 0,0527 £2,70x10*

50,00 0,1063 +4,00x107
100,00 0,1636 £1,50x10*
150,00 0,2202 +1,60x10™*
250,00 0,3255 +4,00x107?
500,00 0,5798 £3,00x107

Apsorbancija, nm

] 100

200 200 400

Kencentracija, mg/ L

500 800

Slika 15. Krivulja umjeravanja standarda galne kiseline.

Iz krivulje umjeravanja slijedi matematicki izraz za racun ukupnih fenole prema

standardu galna kiselina, iz kojeg se dolazi do rezultata za ukupne fenole prema standardu

galne kiseline:

A =0,00105 x G + 0,057

gdje je G masena koncentracija galne kiseline izraZzena mg/L uzorka.
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3.7. FRAP metoda (eng. Ferric reducing/Antioxidant power) - odredivanje
antioksidacijske aktivnosti

Radni reagens FRAP-a pripravljan je svaki dan prije pocetka rada od 25 mL acetatnog
pufera, 2,5 mL TPTZ otopine i 2,5 mL otopine FeClz x 6 H>O. Svjeze pripravljeni FRAP
reagens zagrijan je na 37°C. U kivetu od 10 mm staviti 1,5 mL FRAP reagensa i ocitati
apsorbanciju reagensa kod 593 nm (4o). Nakon toga u kivetu s FRAP reagensom dodati 50 pL.
uzorka (koji se testira) i 150 pL destilirane vode. Pratiti promjenu apsorbancije kod 593 nm
tijekom 4 minute i nakon 10 minuta. Stvara se plavo obojenje koje ima apsorpcijski
maksimum kod 593 nm. Mjerenje traje 4 minute i nakon 10 minuta pocevsi od trenutka kada
je dodan uzorak koji se analizira. Za svaki uzorak izracunati promjenu apsorbancije (A4)
prema jednadzbi:

AA=A - Ao

Promjenu apsorbancije uzorka usporediti s promjenom apsorbancije izazvane
dodatkom standardne otopine iona Fe**, c(Fe**)=1000 umol/L, (A4re2+) i izradunati FRAP
vrijednost uzorka prema jednadzbi:

FRAP (umol/L)= (A4 / AAre2+) x 1000

FRAP metodom je ucinak antioksidansa u analizi izraCunat u odnosu na signal reakcije
iona Fe?* poznate koncentracije, a koja predstavlja reakciju izmjene jednog elektrona.

1,4

A= 0,00085 x ¢ (uUM) - 0,0097 A
12 R? =0,9990
1,0
@©
T
é 0,8
g 0,6 -
A
0,4 &
0,2 A
A
0,0 A
0 500 1000 1500 2000 2500

Koncentracija FeSO, /uM

Slika 16. Krivulja umjeravanja za standardnu otopinu FeSO4, za FRAP metodu odredivanja
antioksidacijskog kapaciteta.

Iz krivulje umjeravanja standarda FeSOj slijedi matematicki izraz, iz kojeg se dolazi
do rezultata za antioksidacijsku aktivnost prema standardu FeSOa:
A =0,00065 x C +0,0097

gdje je C mnoZinska koncentracija u umol po litri uzorka.
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4. REZULTATII RASPRAVA



4.1. Elektrokemijska mjerenja

4.1.1. Rezultati ciklicke voltametrije

Elektrokemijska karakterizacija priredenih modificiranih elektroda provedena je
ciklickom voltametrijom 1 usporedena s nemodificiranom GC elektrodom. U Sirokom
podrucju potencijala snimljeni su cikli¢ki voltamogrami (od —1,0 V do +1,0 V vs. Ag|AgCl).
Procedura svih mjerenja je ukljucivala vrijeme uravnotezavanja na potencijalu otvorenog
strujnog kruga (Eosk), zatim u katodnom smjeru, povratno u anodnom smjeru i natrag na Eosk.
Brzina promjene potencijala prikazana je za ciklicke voltamograme ispod slike.

Eksperimentalni dio ovog rada je imao za cilj pokazati ponasanje galne kiseline u
fizioloSkim uvjetima, odnosno u uvjetima gdje neki fenol mora pokazati svoje
antioksidacijsko djelovanje. Za ispitivanje mehanizma oksidacije, odnosno studiju
antioksidacijskog djelovanja priredene su ukupno 3 elektrode, kao $to je opisano u sekeiji
Eksperimentalni dio. Ponasanje elektroda u prisutnosti galne kiseline je studirano u dva
odabrana elektrolita:

- Nizi pH - simulirana zeluc¢ana kiselina (SZK), koncentracije 0,155 mol/L (pH =

1,45) 1

- Visi pH - fizioloski fosfatni pufer (FFP), koncentracije 0,1 mol/L (pH = 7,4).

Cilj modifikacija ugljikovim nanocjev€icama usmjeren je k razvoju filma s visokom
intersticijskom aktivno$¢u, odnosno postojanjem aktivnih meduprostora, koji ¢e omoguciti 1
olaksati prijenos elektrona odredene reakcije izmedu elektrolita/analita i elektrode. Takve
elektrode trebaju imati visoko poroznu strukturu, koja moZze osigurati dovoljno kanala za
transport analita unutar filma na elektrodi. Upravo se ove poZeljne osobine mogu pronaci kod
jednozidnih i viSezidnih ugljikovih nanocjevcica. Velika aktivna povr§ina, porozna struktura i
svojstva dobrih vodi¢a poput metala su iskoriStena u cilju dobivanja dobrih svojstava

modifikacije za ciljanu primjenu.

Na Slikama 17, 18 1 19 prikazani su ciklicki voltamogrami snimljeni na
nemodificiranoj GC elektrodi u odabranim elektrolitima bez prisutnosti galne kiseline (slika
17 1 18) i u prisutnosti galne kiseline, koncentracije 1x10™* mol/L (slika 19 i 20). Praéen je

utjecaj brzine promjene potencijala na elektrokemijsko ponaSanje GC elektrode.
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Slika 17 predstavlja ciklicke voltamograme GC elektrode u razli¢itim puferima. Uocava se
katodna reakcija izlucivanja vodika pri potencijalu nizem od -0,6 V koja je izraZenija u
uvjetima nize pH vrijednosti pufera, odnosno pri pH vrijednosti 1,45 koja odgovara
simuliranoj zeluCanoj kiselini. Pri pozitivnim vrijednostima potencijala ne uocavaju se
nikakve znacajne reakcije. 1z ciklickih voltamograma mozemo uociti kako porastom brzine

promjene potencijala rastu vrSne struje.

200
SR _GCE_SZK
0
g
-400 —— sr200 mV/s
— sr100 mV/s
— sr50 mV/s
600 sr25 vmV/s
— sr10 mV/s
— srbmV/s
_800 1 1 1 1 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V
150
SR_GCE_FFP
100
50 -
L 9
~—
50 sr200 mV/s
— sr100 mV/s
— sr50 mV/s
100 | sr25 vmV/s
— sr10 mV/s
— srbmV/s
-150
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

E/V

Slika 17. Ciklicki voltamogrami GC elektrode u otopini SZK 1 FFP bez prisutnosti galne
kiseline - utjecaj brzine promjene potencijala.
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Slika 18 predstavlja ciklicke voltamograme GC elektrode u razli¢itim puferima uz
dodatak galne kiseline. Kao i na prijasnjoj slici uo¢avamo katodnu reakciju izlu¢ivanja vodika
pri nizoj pH vrijednosti. Pri nizoj pH vrijednosti uoc¢avamo i anodni pik (1A) koji odgovara

prvom stupnju oksidacije galne kiseline, odnosno stvaranju semikinona.

200
SR_GCE_GA_SZK 1A
0 L
-200
g
-400 —— sr200 mV/s
— sr100 mV/s
— sr50 mV/s
-600 sr25 vmV/s
— sr10 mV/s
— sr5SmV/s
_800 1 1 1 L L
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V
150
SR_GCE_GA_FFP
100 |
1A
50 |
£ o
-50
sr200 mV/s
— sr100 mV/s
-100 | —— sr50 mV/s
sr25 vmV/s
-150 — sri0 mV/s
— sr5mV/s
-200
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

E/V
Slika 18. Ciklicki voltamogrami GC elektrode u otopini SZK 1 FFP u prisutnosti galne

kiseline, koncentracije 1x10* mol/L — utjecaj brzine promjene potencijala.

Nakon $to smo odabrali optimalnu brzinu promjene potencijala proveli smo mjerenje

uz sukcesivni dodatak galne kiseline, ali u uzem podrucju potencijala od 0,0 V do +1,0 V. U
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oba pufera povecanjem koncetracije galne kiseline uocava se porast anodne struje. U
simuliranoj zelu¢anoj kiselini uo¢avamo dva anodna pika (1A, 2A) koji odgovaraju oksidaciji
galne kiseline. Prvi strujni vrh na potencijalu priblizno +0,6 V, a drugi na priblizno +0,9 V.
Katodni strujni vrhovi nisu zamijeceni, to sugerira ireverzibilnu reakciju. Pri ovim uvjetima
reakcija oksidacije galne kiseline ide u dva stupnja kao $to je prikazano Shemom 1, gdje galna

kiselina u prvom stupnju daje semikinonski radikal a u drugom kinon.

Hl
‘]30'3'*' Il;UOH COOH
o
R
/H - ‘ \ H - & H
P i
HO l, o 0 HO 0/ HO o
e 0 0

COOH

COOH
-]
'\;__‘E K2 ﬁﬁﬁ
—— »
& H C H + €
T oo
HO 0 HO [}
Q

‘\..‘_\ kzb

Shema 1. Detaljni shematski prikaz reakcije oksidacije galne kiseline (40).
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60

Bez dodatka 2A

07 4x10°M
—— 5x10°M

40 1x10° M
—— 5x10°M

30 —— 1x10*M

< —— 5x10* M
=~ 20- 1x10° M

SR_GCE_GA_SZK

-20 ‘ :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V
250
— Bezdodetka SR_GCE_GA_FFP
— 1x10°M - -
200 —— 5x10°M
1x10° M
—— 5x10°M
150 —— 1x10*M
< —— 5x10*M
= — 1x10°M
100
5 1A
0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
E/V

Slika 19. Ciklicki voltamogrami GC elektrode u otopini SZK 1 FFP uz sukcesivni dodatak
galne kiseline — brzina promjene potencijala 25 mV/s.

Kako bi se povecala osjetljivost elektroda je modificirana jednozidnim ugljikovim
nanocjev€icama. Na Slikama 20, 21 1 22 prikazani su ciklicki voltamogrami snimljeni na GC
elektrodi modificiranoj jednozidnim ugljikovim nanocjev€icama (SWCNT) u odabranim
elektrolitima bez prisutnosti galne kiseline (slika 20) 1 u prisutnosti galne kiseline,
koncentracija 1x10* mol/L (slika 21). Pracen je utjecaj brzine promjene potencijala na

elektrokemijsko ponasanje SWCNT elektrode.
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200
SR_SWCNT_SZK

0
-200
£
-400 — sr200 mV/s
—— sr100 mV/s
— srb0 mV/s
sr25 vmV/s
-600 —— sr10 mV/s
— sr5mV/s
-800 ‘
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V
150
SR_SWCNT_FFP
100
50
0
<
=
- 90 sr200 mV/s
— sr100 mV/s
-100 — sr50 mV/s
sr25 vmV/s
— sr10 mV/s
st —— sr5mV/s
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

E/V

Slika 20. Cikli¢ki voltamogrami SWCNT elektrode u otopini SZK i FFP bez prisutnosti
galne kiseline - utjecaj brzine promjene potencijala.

Kao 1 u prijasnjim mjerenjima uo¢avamo pojavu katodne reakcije izlu¢ivanja vodika
pri nizoj pH vrijednosti. Pri viSoj pH vrijednosti ne uo€avaju se nikakve znacajne reakcije. U
podrucju oksidacije blagi porast vrSnih struja ukazuje na neke procese u samom elektrodnom
materijalu. Te promjene su izraZzenije u fosfatnom puferu te th mozemo pripisati i reakcijama
iz elektrolita. Porastom brzine promjene potencijala uocava se i porast anodnih vr$nih struja.
Mozemo zakljuciti kako visoke vrijednosti brzine promjene potencijala u danim uvjetima nisu

pozeljne za ovaj tip modifikacije.
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150
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-100 —— sr50 mV/s
sr25 vmV/s
— sr10 mV/s
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-200 1 I L ! 1
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Slika 21. Ciklicki voltamogrami SWCNT elektrode u otopini SZK 1 FFP u prisutnosti galne
kiseline, koncentracija 1310 mol/L - utjecaj brzine promjene potencijala.

Ponovno je kao optimalna brzina promjene potencijala odabrana brzina od 25 mV/s za
sukcesivno dodavanje galne kiseline. Kao 1 u prijasnjim mjerenjima nizi pH pokazao se
pogodnijim za reakciju oksidacije galne kiseline. Mjerenje u oba pufera provedeno je u uzem
podrucju potencijala (0,0 V do +1,0 V). U otopini simulirane Zelucane kiseline uocavaju se
dva vrlo izraZzena anodna pika (1A, 2A) s visokim anodnim strujama. Pri ovoj brzini promjene

potencijala ne uocava se pik koji bi mogao ukazivati na reverzibilnost reakcije.
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Slika 22. Ciklicki voltamogrami SWCNT elektrode u otopini SZK i FFP uz sukcesivni
dodatak galne kiseline — brzina promjene potencijala 25 mV/s.

Nakon mjerenja provedenih na GC elektrodi i na GC elektrodi modificiranoj
jednozidnim ugljikovim nanocjev€icama, mjerenje je provedeno na GC elektrodi
modificiranoj viSezidnim ugljikovim cjev¢icama. Na Slikama 23, 24 1 25 prikazani su cikli¢ki
voltamogrami snimljeni na GC elektrodi modificiranoj viSezidnim ugljikovim
nanocjev€icama (MWCNT) u odabranim elektrolitima bez prisutnosti galne kiseline (slika
23) i u prisutnosti galne kiseline, koncentracije 1x10™* mol/L (slika 24). Pracen je utjecaj

brzine promjene potencijala na elektrokemijsko ponaSanje MWCNT elektrode.
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Slika 23. Ciklicki voltamogrami MWCNT elektrode u otopini SZK 1 FFP bez prisutnosti
galne kiseline - utjecaj brzine promjene potencijala.
Mjerenje bez prisutnosti galne kiseline provedeno je u uskom podrucju potencijala

(0,0 V do +1,0 V) kako bi se izbjeglo katodno izlu¢ivanje vodika u SZK puferu. Mjerenja su
pokazala kako negativne vrijednosti potencijala znatno mijenjaju odziv MWOCNT
modificirane elektrode u odnosu na SWCNT 1 GC nemodificiranu elektrodu. Porastom brzine

promjene potencijala, kao i u prijaSnjim mjerenjima, uoc¢ava se porast anodnih vrsnih struja.
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Slika 24. Ciklicki voltamogrami MWCNT elektrode u otopini SZK 1 FFP u prisutnosti galne

kiseline, koncentracije 1x10* mol/L - utjecaj brzine promjene potencijala.

Dodatkom galne kiseline (slika 24), uo¢avamo dva anodna pika na cikli¢kim
voltamogramima za mjerenja u obje otopine, no pikovi vezani uz oksidaciju u fosfatnom
fizioloSkom puferu 1 dalje nisu toliko jasno izraZeni. U otopini simulirane Zelucane kiseline
pri ve¢im brzinama promjene potencijala uocavamo porast katodne struje (1K) koji ukazuje

na kvazireverzibilnost reakcije oksidacije galne kiseline.
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Slika 25. Ciklicki voltamogrami MWCNT elektrode u otopini SZK 1 FFP uz sukcesivni

dodatak galne kiseline — brzina promjene potencijala 25 mV/s.

Ciklicki voltamogrami MVCNT uz sukcesivno dodavanje galne kiseline prikazani na
slici 25 ukazuju na bolju osjetljivosti modificirane u odnosu na nemodificiranu GC elektrodu.
Rezultati dobiveni na MWCNT pri brzini promjene potencijala od 25 mV/s pokazuju niZe
vrijednosti anodne struje od oni zabiljezenih u mjerenjima provedenim s SWCNT. Ponovno
uoCavamo dva vrlo izraZzena anodna pika u SZK puferu, koji sugeriraju dvostupanjsku
reakciju oksidacije galne kiseline. Pri ovoj brzini promjene potencijala ni na ovom cikli¢kom

voltamogramu ne uocavamo pik koji ukazuje na reverzibilnost reakcije.
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Nakon predmjerenja usporedeni su rezultati svih priredenih elektroda te su ciklicki

voltamogrami za sve tri elektrode u oba elektrolita prikazani na slici 26.
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Slika 26. Ciklicki voltamogrami svih elektroda u otopini SZK i FFP u prisutnosti galne
kiseline, koncentracije 1x10 mol/L — brzina promjene potencijala 25 mV/s.

Iz slike se moze vidjeti kako se pri brzini promjene potencijala od 25 mV/s najvecée
anodne vrsne struje oksidacije postizu u reakcijama koje se odvijaju na GC elektrodi
modificiranoj jednozidnim ugljikovim nanocjev€icama. Jasno izraZeni pikovi u mjerenjima
provedenim u simuliranoj Zelu¢anoj kiselini, dovode nas do zakljucka kako oksidaciji galne
kiseline pogoduju kiseli uvjeti.

Za provedbu ostalih elektrokemijskih mjerenja odabrana je GC elektroda modificirana

s jednozidnim ugljikovim nanocjevcicama u simuliranoj Zelu¢anoj kiselini.
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4.1.2. Rezultati diferencijalne pulsne voltametrije

Predkoncentracija, odnosno utjecaj vremena akumulacije, prikazan na slici 27 na
struju anodnog strujnog vrha pracena je u Sirokom vremenskom intervalu na potencijalu
akumulacije E.c=400 mV. Optimirani su i odabrani parametri, amplituda naponskog impulsa,
AE,@=50 mV 1 potencijal pomaka, AE=10 mV, DPV metodom. Nije zamijec¢ena linearnost
obzirom na vrijeme mijeSanja, ali nakon 60 s mozemo vidjeti kako odziv opada Sto sugerira
zasi¢enost povrSine galnom kiselinom. Za daljnja mjerenja odabrano je vrijeme akumulacije
od 90 s, odnosno 60 s uz mijeSanje 1 propuhivanje te slijedi 30 s bez mijeSanja u atmosferi
dusSika. Promjene vremena akumulacije nisu uzrokovale pomak potencijala redukcije galne
kiseline te je potencijal oksidacije na vrijednosti 551 mV. (NAPOMENA: mnozinska

koncentracija galne kiseline u otopini 1 pmol/L odgovara masenoj koncentraciji 0,170 mg/L.)
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Slika 27. Utjecaj vremena predakumulacije na strujni vrh oksidacije u otopini SZK pH =
1,45) uz dodatak 1 umol/L, odnosno 0,170 mg/L galne kiseline. Optimiranje vremena
akumulacije je izvedeno uz potencijal akumulacije, Eac=400 mV, AEs =10 mV 1 AEp = 50
mV.

Pod optimalnim eksperimentalnim uvjetima ispitana je ponovljivost predlozene
metode za odredivanje galne kiseline na SWCNT unutar priblizno tri sata (Slika 28).

Ogranicavaju¢i faktor za odredivanje galne kiseline je ¢injenica kako se ona pocinje raspadati
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pod utjecajem svjetlosti 1 kisika, a raspad rapidno raste nakon 3 sata (41). Raspad galne
kiseline uocava se jasno samom promjenom boje otopine. Pri nizem pH pojava zamudenja,
odnosno pojava modre boje, pri viSem pH ukazuje na promjenu sastava analita. Uzastopnim
mjerenjem signala odziva nakon pedeset ponovljenih mjerenja u otopini SZK (pH = 1,45) uz
dodatak 1 umol/L galne kiseline dobivena je relativna standardna devijacija (RDS) u iznosu
od 1,9%, koja ukazuje na dobru ponovljivost i stabilan odziv modificirane GC elektrode

prema galnoj kiselini.

33.0
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Slika 28. Ispitivanje ponovljivosti predlozene metode za odredivanje galne kiseline na
SWCNT-GC elektrodi u otopini SZK pH = 1,45 uz dodatak 1 pmol/L, odnosno 0,170 mg/L
galne kiseline, unutar pribliZno tri sata.

Za primjenu diferencijalne pulsne voltametrije u svrhu analiticke primjene ispitana je
1 linearnost ovisnosti struje oksidacije o koncentraciji galne kiseline. Rezultati DPV u
prisutnosti razli€itih koncentracija, odnosno razli¢itih dodataka standardne otopine galne
kiseline, prikazani su na slici 29 i1 30, s odgovaraju¢im krivuljama odnosno grafikonima
umjeravanja odnosno kao isjecCcima. Voltamogrami su dobiveni metodom standardnog
dodatka 1 dobiveni oduzimanjem pozadinske struje iz odgovarajucih voltamograma. Kao §to
se moze vidjeti iz prikazanih rezultata dobivena su dva razlicita linearna podrucja obzirom na
koncentraciju galne kiseline.

Za podrucje nize koncentracije, od 0,034 do 1,70 mg/L, uocava se jedan izrazajan

anodni strujni vrh pri potencijalu 551 mV. Osjetljivost predlozene metode za nize podrucje
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koncentracije, je 99 pA po jedinici masene koncentracije, dok je linearnost predlozene metode

R%=0,995.
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Slika 29. Voltamogrami DPV korigirani za vrijednost bazne linije snimljeni na SWCNT-GC
elektrodi u otopini SZK (pH = 1,45) uz sukcesivni dodatak galne kiseline — za nize
koncentracijsko podru¢je (Eac=400 mV, 1.c=90 s, AEs = 10 mV 1 AEp = 50 mV). Krivulje
umjeravanja za pojedina podrucja prikazane su kao isjecak voltamograma.

Na slici 30 prikazani su voltamogrami za podruc¢je vise koncentracije, od 3,40 do
170,4 mg/L. Za ovo koncentracijsko podrucje uocavaju se dva strujna vrha oksidacije galne
kiseline, pri 551 mV i1 824 mV. Oba strujna vrha pokazuju linearnost vrijednosti vr$ne struje u
odnosu na koncentraciju, ali s velikom razlikom u osjetljivosti. Pri 551 mV osjetljivost je 6,2
LA po jedinici masene koncentracije, dok je za visi potencijal, odnosno za drugi stupanj
reakcije oksidacije 1,8 pA po jedinici masene koncentracije. Ova razlika ukazuje na
nepotpunost drugog stupnja oksidacije §to je uocljivo i prema samom izgledu voltamograma. .
Linearnost za oba podrucja je redom za 551 mV 0,996 te za 824 mV tek 0,885.
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Slika 30. Voltamogrami DPV korigirani za vrijednost bazne linije snimljeni na SWCNT-GC

elektrodi u otopini SZK (pH = 1,45) uz sukcesivni dodatak galne kiseline — za vise
koncentracijsko podrucje (Eac=400 mV, £:=90 s, AEs = 10 mV 1 AEp = 50 mV). Krivulje
umjeravanja za pojedina podrucja prikazane su kao isjecak voltamograma.
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4.1.3. Analiticka primjena SWCNT-GC elektrode u realnim uzorcima

Predlozena analiticka metoda primijenjena je za odredivanje galne kiseline, odnosno
procjenu antioksidacijske aktivnosti u suhom bilju. Kao realni uzorci uzeti su: kadulja,
timijan, ruzmarin, matcha prah, islandski liSaj 1 goji bobice.

Na Slikama od 31. do 36. prikazani su DPV voltamogrami korigirani za vrijednost
bazne linije snimljeni na SWCNT elektrodi u otopini simulirane zeluc¢ane kiseline (pH = 1,45)
za ekstrakte navedenog bilja. Odredivanje kolicine galne kiseline izvedeno je na nacin da se 5
g suhog bilja ekstrahira u 80 ml destilirane vode tijekom 24 sata. Uzorci su profiltrirani te se
iz ekstrakta odredivala koncentracija analita. 1000 pL ekstrakta doda se izravno u elektrolit,
odnosno u ¢eliju i metodom standardnog dodatka pomocu otopine galne kiseline poznate
koncentracije odredena je koncentracija galne kiseline u ekstraktima bilja. Srednja vrijednost
koncentracije nepoznatog uzorka dobivena je na osnovu 3 uzastopna mjerenja. U detalju
svake slike je krivulja umjeravanja ovisnosti strujnog vrha o koncentraciji galne kiseline
(Eksperimentalni uvjeti: Eac=400 mV, £,=90 s, AEs = 10 mV i AEp = 50 mV).

U Tablici 3 prikazani su rezultati masene koncentracije galne kiseline po litri dobiveni
metodom standardnog dodatka. Navedena koncentracija odgovara masi galne kiseline u 1 mL

uzorka. 1 mL dobivenog ekstrakta uzorka je ekvivalent 62,5 mg suhe tvari.

Tablica 3. Sadrzaj galne kiseline u uzorcima dobiven diferencijalnom pulsnom voltametrijom
— vrijednosti izrazene prema ekvivalentu 1 ml odnosno 62,5 mg suhe tvari.

Masena koncentracija galne kiseline u uzorcima pg GAE/L Po kg suhe
Uzorak (volumen ekstrakta uzorka 1 mL — masena koncentracija ]
. N tvari
odgovara masi galne kiseline u 1 mL ekstrakta)
Kadulja 5600 ug GAE/L 89,6 mg
Timijan 7 500 ng GAE/L 120,0 mg
RuZmarin 10 700 pg GAE/L 171,2 mg
Islandski 4
slandski 3100 ug GAE/L 9,6 mg
lisaj
Matcha 28,0 mg
1 AE/L
prah 750 ng GAE/
Goji bobice 4 500 pg GAE/L 72,0 mg
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Slika 31. DPV - voltamogrami korigirani za vrijednost bazne linije - Odredivanje masene
koncentracije galne kiseline u uzorku ekstrakta kadulje metodom standardnog dodatka.
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Slika 32. DPV - voltamogrami korigirani za vrijednost bazne linije - Odredivanje masene
koncentracije galne kiseline u uzorku ekstrakta timijana metodom standardnog dodatka.
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Slika 33. DPV - voltamogrami korigirani za vrijednost bazne linije - Odredivanje masene
koncentracije galne kiseline u uzorku ekstrakta ruzmarina metodom standardnog dodatka.
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Slika 34. DPV - voltamogrami korigirani za vrijednost bazne linije - Odredivanje masene
koncentracije galne kiseline u uzorku ekstrakta islandskog liSaja metodom standardnog
dodatka.
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Slika 35. DPV - voltamogrami korigirani za vrijednost bazne linije - Odredivanje masene
koncentracije galne kiseline u uzorku ekstrakta matcha praha metodom standardnog dodatka.
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Slika 36. DPV - voltamogrami korigirani za vrijednost bazne linije - Odredivanje masene
koncentracije galne kiseline u uzorku ekstrakta goji bobica metodom standardnog dodatka.
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4.2. Spektrofotometrijska mjerenja

Postupak odredivanja ukupnih fenola prema Folin-Ciocalteu metodi opisan je u sekciji
Eksperimentalni dio. Isti postupak za odredivanje ukupnih fenola mjerenjem vrijednosti
apsorbancije se ponovi s realnim uzorcima (ekstraktima odabranih suhih biljaka), koji se
dodaje u tikvicu umjesto standarda galne kiseline (Slika 37). Prave se tri otopine iste
koncentracije ekstrakta 1 nakon 2 sata mjeri apsorbancija. Primjenom krivulje umjeravanja
dobivene primjenom standarda, galne kiseline poznate koncentracije, odnosno iz matematicki
opisane jednadzbe pravca ocita se ili izraCuna koncentracija fenola u uzorku. Dobiveni
rezultati izrazeni su kao ekvivalenti galne kiseline (GAE), budu¢i da je ona koriStena kao

standard.

Slika 37. Vodeni ekstrakti biljaka i njihove pripadajuce otopine s reagensom za odredivanje
ukupnih fenola, za volumen ekstrakta 25 mL.

Za sve odabrane uzorke izraCunata je i antioksidacijka aktivnost. Pra¢ena je promjena
apsorbancije ispitivanog uzorka tijekom 4 minute i nakon 10 minuta. IzraCunate su FRAP
vrijednost nakon 4 minute i nakon 10 minuta

U tablicama 4 1 5 prikazan je sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijska aktivnost

uzoraka dobivena spektrofotometrijskom metodom.
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Tablica 4. Sadrzaj ukupnih fenola uzoraka dobivene spektrofotometrijskom metodom -
VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE.

Uorak Ukupni fenoli
Folin-Ciocalteu metoda
Srednja
vrijednost

Kadulja 1,696 1,701 1,621 1,673
Timijan 1,817 1,827 1,827 1,824
RuZmarin 2,464 2,474 2,473 2,470
Islandski liSaj 0,224 0,227 0,224 0,225
Matcha prah 0,573 0,575 0,576 0,575
Goji bobice 1,076 1,085 1,086 1,082

Tablica 5. Antioksidacijska aktivnost uzoraka dobivene spektrofotometrijskom metodom.
metodom - VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE.

Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak nakon 4 minuta nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Srednja Srednja
vrijednost vrijednost

Kadulja 2,791 2,791 2,791 2,791 2,792 2,792 2,792 2,792
Timijan 1,799 1,804 1,800 1,801 1,801 1,801 1,800 1,801

RuZmarin 2219 2219 22219 2,219 2,219 2,219 2,219 2,219

f:;:j“dsm 0379 0378 0379 0379 0430 0426 0428 0,428
ﬁzrha 0,724 0724 0724 0724 0893 0893 0893 0,893
Goji

: 0,883 0883 0883 0,883 1130 1,134 1130 1,131
bobice

Iz priloZenih rezultata dobivenih Folin-Ciocalteau metodom kroz tri uzastopna
mjerenja, uocavamo kako je najveci sadrzaj ukupnih fenola izmjeren u ekstraktu ruZzmarina
(srednja vrijednost = 2,4703 mg GAE/L). Najmanji sadrzaj fenola izmjeren je u ekstraktima
islandskog liSaja (0,2252 mg GAE/L) 1 matcha praha (0,5748 mg GAE/L). Antioksidacijska

aktivnost odredivala se FRAP metodom nakon 4 te nakon 10 minuta. Najvecu redukcijsku
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sposobnost kroz tri uzastopna mjerenja pokazao je ekstrakt kadulje (2,791 puM Fe*").
Usporedujuci rezultate mjerenja nakon 4 minute te zatim nakon 10 minuta, mozemo uociti
kako se antioksidacijska aktivnost minimalno mijenjala u svim uzorcima (slika 17), osim u
uzorku goji bobica. Srednja vrijednost antioksidacijske aktivnosti kod uzorka goji bobica
nakon 4 minute iznosila je 0,883 uM Fe?*, dok je nakon 10 minuta iznosila 1,131 uM Fe?",
biljezeci porast od priblizno 28%. Promatrajuéi rezultate dobivene jednom i drugom metodom
moze se uociti povezanost izmedu antioksidacijske aktivnosti i ukupnog sadrzaja fenola u
ispitivanim uzorcima. Uzorci sa ve¢im ukupnim sadrzajem fenola pokazivali su 1 vecu
antioksidacijsku aktivnost te mozemo zakljuciti kako su ekstrakti kadulje i ruzmarina pokazali
najvecu antioksidacijsku aktivnost.

U tablici 6 prikazani su rezultati sadrzaja ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost

uzoraka dobivene spektrofotometrijskom metodom.

Tablica 6. Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost uzoraka dobivene

spektrofotometrijskom metodom — REZULTATI.

Ukupni fenoli Antioksidacijska Antioksidacijska
Uzorak Folin-Ciocalteu aktivnost - 4 minuta aktivnost - 10 minuta
reagens FRAP metoda FRAP metoda

mg GAE/L M Fe?* M Fe?*
Kadulja 1,662 4278,923 4280,462
Timijan 1,813 2755,846 2755,846
RuZmarin 2,460 3398,923 3398,923
Islandski liSaj 0,214 568,154 643,539
Macha prah 0,564 1098,923 1358,923
Goji bobice 1,072 1343,539 1725,077

*1 L dobivenog ekstrakta uzorka je ekvivalentna 62,5 g suhe tvari. Ukupni fenoli su odredeni
za volumen ekstrakta 25 mL.

Nakon provedenih mjerenja mozZemo 1 odgovoriti na pitanja, odnosno dati osvrt na
specificni cilj ovog rada. Usporedbom rezultata dobivenih elektrokemijskim metodama s
rezultatima dobivenim klasi¢nom spektrofotometrijskom metodom mozemo zapaziti potpuno

isti trend obzirom na vrijednost koncentracije galne kiseline u realnim uzorcima (Tablica 7).
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Tablica 7. Usporedba rezultata dobivenih elektrokemijskim metodama s rezultatima
dobivenim klasicnom spektrofotometrijskom metodom.

Koncentracija Ukupni fenoli
Usorak galne kiseline Folin-Ciocalteu Omjer FRAP Omjer
DPV metoda FC/DPV | metoda | FRAP/DPV
mg/kg suhe tvari | mg/kg suhe tvari
Kadulja 89,6 85,094 0,950 4279 47,8
Timijan 120,0 92,826 0,774 2756 23,0
RuZmarin 171,2 125,950 0,736 3399 19,9
Islandski liSaj 49,6 10,957 0,221 568 11,5
Matcha prah 28,0 28,877 1,031 1099 39,3
Goji bobice 72,0 54,887 0,762 1344 18,7

Ako pogledamo tablicu 7 i omjere dobivenih rezultata za realne uzorke mozemo
zakljuciti kako su rezultati dobiveni za ukupne fenole primjenom elektrokemijskih i
spektroskopskih metoda usporedivi, jer je omjer dobivenih rezultata relativno konstantan za
vec¢inu uzoraka (SD 13%) (omjer FC/DPV) osim za islandski liSaj, gdje je odstupanje veliko.
Ako pogledamo voltamogram islandskog liSaja vidljivo je kako doprinos visokoj vr$noj struji
ocigledno daju jo$ neke vrste prisutne u ovoj biljci, a koje imaju potencijal oksidacije u
podrucju potencijala oksidacije galne kiseline. Voltamogram islandskog liSaja je pokazao
prisutnost joS dva strujna vrha uz strujni vrh galne kiseline. Takoder, ekstrakt kadulje 1 matcha
praha pokazuju nesto drugaciji odziv na voltamogramu koji doprinosi porastu vrSnih struja u
podruc¢ju oksidacije galne kiseline. Upravo ta tri uzorka su pokazala vece vrijednosti za
koncentraciju galne kiseline u realnim uzorcima. Ovo zapazanje sugerira takoder prisutnost
neke druge vrste s redukcijskim svojstvima u uzorcima, kao na primjer vitamina C, ¢iji
potencijal oksidacije moZe biti u zadanom podrucju (42).

Prema dobivenim rezultatima moZemo rec¢i kako je predloZzena metoda pogodna za
procjenu ukupnih fenola u realnim uzorcima.

Omjer FRAP/DPV ne pokazuje konstantnost, odnosno pokazuje velika odstupanja te
mozemo reci kako predlozena metoda nije u potpunosti pogodna za procjenu antioksidacijske
aktivnosti, ali slijedi isti trend kao i antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom.
Metodu je svakako moguce i potrebno, za ove svrhe optimirati izborom odgovarajuceg

elektrolita svrhe.
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5. ZAKLJUCAK



Elektrode od staklastog ugljika modificirane su s jednozidnim ugljikovim
nanocjevficama 1 viSezidnim ugljikovim nanocjevéicama u svrhu istrazivanja
elektrokemijskih svojstava galne kiseline u odabranim fizioloSkim elektolitima uporabom
ciklicke voltametrije. Nakon provedenih mjerenja i analiziranjem dobivenih rezultata izvedeni
su zakljucci o ponasanju modifikacija prema galnoj kiselini. UoCena je znatna ovisnost

elektrokemijskog ponasanja galne kiseline o odabranom elektrolitu.

Zakljucci se mogu predstaviti kroz nekoliko tocaka:

1. Povrsinski aktivne ugljikove nanocjevcice olakSavaju adsorpciju i akumulaciju galne
kiseline i uvelike pojacavaju njezin oksidacijski signal. Kao najoptimalniji sustav za
odredivanje galne kiseline na osnovu analize, prometnula se elektroda modificirana
jednozidnim ugljikovim nanocjev€icama u simuliranoj zelu¢anoj kiselini.

2. Jednozidne ugljikove nanocjevcice znatno poboljSavaju prijenos elektrona za reakcije
oksidacije galne kiseline. Proces modifikacije poboljSao je redoks kinetiku galne
kiseline, §to je prikazano poveéanim vr$nim strujama.

3. SWCNT elektroda je dalje koristena za odredivanje koncentracije galne kiseline u
realnim uzorcima metodom diferencijalne pulsne voltametrije. Metoda je optimirana i
provedeno je umjeravanje u Sirokom podrucju koncentracija galne kiseline.
Osjetljivost predloZzene metode za nize podrucje koncentracije je 99 nA po jedinici
masene koncentracije, a za podrucje viSe koncentracije je 6,2 pA pri potencijalu 551
mV , dok je linearnost predloZene metode 0,995, odnosno 0,996.

4. Uz primjenu optimiranih parametara odredena je masena koncentracija galne kiseline
u odabranim realnim uzorcima. Najveca masena koncentracija galne kiseline uoc¢ena
je u ekstraktu ruzmarina, 10 700 pg GAE/L, odnosno 171,2 mg po kg suhe tvari.
Najmanja koncentracija galne kiseline uocena je u ekstraktu matcha praha.

5. Srednje vrijednosti ukupnih fenola spektrofotometrijskom metodom u Sest odabranih
uzoraka kretale su se od 0,2252 mg GAE/L do 2,4703 mg GAE/L. Najveéi udio
ukupnih fenola zabiljezen je u ekstraktu ruzmarina, dok je najveca antioksidacijska
aktivnost izmjerena FRAP metodom zabiljezena u ekstraktu kadulje.

6. Na temelju dobivenih rezultata moze se izvesti zaklju€ak da postoji povezanost
antioksidacijske aktivnosti i ukupnog sadrzaja fenola u uzorcima. Antioksidacijski
kapacitet je u skladu s koncentracijom fenolnih spojeva. Rezultati pokazuju kako

uzorci s ve¢im sadrzajem fenola pokazuju i vecu antioksidacijsku aktivnost.
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Elektroanaliticka metodologija koja je predstavljena u ovom diplomskom radu
moze se koristiti za brzu procjenu ukupnih fenola u ekstraktima suhog bilja, a samim
tim 1 za procjenu antioksidacijske aktivnosti. Rezultati ovog diplomskog rada mogu
znatno doprinijeti razvoju nove metode za odredivanje galne kiseline, odnosno za
procjenu ukupnih fenola u biljnom materijalu, $to je ujedno i korak naprijed u razvoju

voltametrijskih metoda za odredivanje antioksidacijeke aktivnosti razli¢itih spojeva.
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7. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Ideja rada je ujedno i op¢i cilj ovog rada, u fizioloskim elektrolitima,
odnosno  ponasanje galne kiseline u simuliranoj zeluc¢anoj kiselini i1 fizioloSkom
fosfatnom puferu. Nadalje, bilo potrebno je odabrati elektrodu koja pokazuje najbolji
odziv prema galnoj kiselini, odnosno elektrodu s najboljom osjetljivos¢u. Specifi¢ni
ciljevi su pomoc¢u odabrane elektrode odrediti s kolikom pouzdanos¢u mozemo
elektrokemijskim metodama odrediti koncentraciju galne kiseline, odnosno procijeniti
antioksidacijsku aktivnost. Usporedbom dobivenih rezultata s rezultatima dobivenim
klasi¢cnom metodom izvedeni su zaklju¢ci o mogucénosti primjene voltametrijskih metoda
u procjeni antioksidacijske aktivnosti. Potrebno je pronaci korelaciju izmedu rezultata
elektrokemijskih 1 spektrofotometrijskih metoda koja bi omogucila primjenu
elektrokemijskih metoda kao standardnih metoda za ovu namjenu.

Materijali i metode: Elektroda od staklastog ugljika je modificirana jednozidnim i
viSezidnim ugljikovim nanocjev€éicama u svrhu poboljSanja prijenosa elektrona i
povecanja osjetljivosti. Vodenim ekstraktima odabranih biljaka odrediti koncentraciju
galne kiseline diferencijalnom pulsnom voltametrijom. Istim ekstraktima odrediti ukupne
fenole 1 antioksidacijsku aktivnost klasicnim spektrofotometrijskim metodama.

Rezultati: Nakon analize dobivenih rezultata najbolji odziv prema galnoj kiselini
pokazala je elektroda modificirana jednozidnim ugljikovim nanocjev¢icama. Osjetljivost
prema galnoj kiselini od 99 pA ukazala je vrlo visoku osjetljivost 1 odli¢nu linearnost
(0,995) predloZzene metode. Najveca koncentracija galne kiseline uocena je u ekstraktu
ruzmarina, 10700 pg GAE/L, odnosno 171,2 mg/kg suhe tvari. Najmanja koncentracija
galne kiseline uocCena je u ekstraktu matcha praha. Najve¢i udio ukupnih fenola
spektrofotometrijskom metodom zabiljezen je u ekstraktu ruzmarina, dok je najveca
antioksidacijska aktivnost izmjerena FRAP metodom zabiljezena u ekstraktu kadulje.
Zakljucci: Elektroanaliticka metodologija koja je predstavljene u ovom radu moze se
koristiti za brzu procjenu ukupnih fenola u ekstraktima suhog bilja, a samim tim 1 za
procjenu antioksidacijske aktivnosti. Rezultati ovog diplomskog rada mogu znatno
doprinijeti razvoju nove metode za odredivanje galne kiseline, odnosno za procjenu
ukupnih fenola u biljnom materijalu, Sto je ujedno i1 korak naprijed u razvoju

voltametrijskih metoda za odredivanje antioksidacijeke aktivnosti razlicitih spojeva.

Kljuéne rijeci: Antioksidansi, galna kiselina, voltametrijske metode
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8. SUMMARY



Objectives: The idea is also the general objective of this work, which is to study the
behaviour of Gallic acid as a simple phenol in physiological electrolytes, in simulated
gastric acid and physiological phosphate buffer. In addition, it was necessary to select the
electrode with best respond toward Gallic acid, the best sensitivity. The specific objectives
of this work are to use the selected electrode to determine how reliably we can determine
the concentration of Gallic acid by electrochemical methods and to evaluate the
antioxidant activity of a substance. By comparing the obtained results with the results of
the classical method, conclusions about the possibility of using voltammetric methods in
the evaluation of antioxidant activity will be found. It is necessary to find a correlation
between the results of electrochemical and spectrophotometric methods to make this
method standard method for evaluation of total phenol and antioxidant activity.

Material and Methods: A glassy carbon electrode was modified with singlewalled and
multiwalled carbon nanotubes to improve electron transfer and increase sensitivity toward
Gallic acid. Using aqueous extracts of selected plants, Gallic acid concentration was
determined by differential pulse voltammetry. Using the same extracts, total phenolic and
antioxidant activity were determined by classical spectrophotometric methods.

Results: Analysis of the results showed that the electrode modified with singlewalled
carbon nanotubes responded best to Gallic acid. Obtained sensitivity of 99 pA indicates
very high sensitivity and excellent linearity (0.995) of the proposed method. The highest
concentration of Gallic acid was observed in rosemary extract, 10700 pg GAE/L, or 171.2
mg/kg dry mass. The lowest concentration of Gallic acid was observed in Matcha powder
extract. The highest level of total phenols by the spectrophotometric method was observed
in the rosemary extract, while the highest antioxidant activity by the FRAP method was
measured in the sage extract.

Conclusions: The electroanalytical method presented in this work can be used for the
rapid determination of total phenols in dry extracts of herbs and, consequently, for the
determination of antioxidant activity. The results of this work can significantly contribute
to the development of a new method for the determination of Gallic acid, or for the
determination of total phenols in plant material, which is also an advance in the
development of voltammetric methods for the determination of antioxidant activity of

various compounds.

Keywords: antioxidants, gallic acid, voltammetric methods
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