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SAZETAK RADA

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj umjesavanja TiO2 nanocestica u elektrodu od
grafitne paste na ciklicke voltamograme fenolnih kiselina, odnosno njihovih derivata topivih i
netopivih u vodi. Takoder cilj je bio osmisliti strategiju primjene nanoc¢esticama modificirane
elektrode u svrhu istrazivanja antioksidativnog djelovanja fenolnih kiselina usporedbom sa
antioksidativnim standardima. Kao vodotopivi antioksidativni standardi odabrane su
mokra¢na 1 askorbinska kiselina te je istrazen njihov voltametrijski odziv na elektrodi od
grafitne paste pri razli¢itim koncentracijama i brzinama polarizacije, vremenima stajanja
otopine na zraku. Istrazivanja koja su ukljucivala galnu kiselinu, provedena su na istoj
elektrodi, bez i sa 10 % TiO2 nanocestica umijesSanih u grafitnu pastu. Kumarin i 7-hidroksi
kumarin ispitivani su kao standardi netopivi u vodi, a kao primjeri u vodi netopivih
antioksidansa, ispitivani su razli¢iti heterocikli¢ki derivati kumarina. Netopivi antioksidansi
umijesavani su u elektrodu bez i sa 10 % nanocestica TiO2. Na temelju dobivenih rezultata
moze se zakljuciti o antioksidativnim svojstvima ispitivanih spojeva, njihovoj stabilnosti 1
elektrokatalitickom utjecaju dodatka TiO2 nanocestica u grafitnu pastu na oksidaciju
ispitivanih spojeva. Uocen je izrazit elektrokataliticki efekt kod spojeva otopljenih u vodi, a
kod spojeva umijeSanih u elektrodu, TiO2 nanocestice smanjuju strujni odziv.

Kljucne rijeci: antioksidansi, elektroda od grafitne paste, ciklicka voltametrija, TiO2
nanocestice.



SUMMARY

The aim of this work was to establish the impact of mixing in TiO2 nanoparticles in
carbon paste electrode on cyclic voltammograms of phenolic acids, with reference to their
derivatives soluble and indissoluble in water. Moreover, the aim was to invent the strategy on
the application of nanoparticles modified electrode for the purpose of researching antioxidant
effect of phenolic acids compared to the antioxidant standards. There were chosen ascorbic
and uric acid as water-soluble antioxidant standards and there was researched their
voltammetric response on carbon paste electrode at different concentrations, polarization rates
and solution standing time on the air. Researches that have included gallic acid are conducted
on the same electrode, without and with 10 % TiO2 nanoparticles mixed in carbon paste.
Coumarin and 7-hydroxycoumarin were tested as water-indissoluble standards, and as water-
indissoluble antioxidants there were tested different heterocyclic derivatives of coumarin.
Water-indissoluble antioxidants were mixed in electrode without and with 10 % TiO-
nanoparticles. Based on the given results, it could be concluded about antioxidant properties
of tested compounds, their stability and electrocatalytic influence of TiO» nanoparticles
addition in carbon paste on oxidation of tested compounds. There was observed distinct
electrocatalytic effect on water-soluble compounds, and on compounds mixed in electrode
TiO2 nanoparticles decreased current response.

Keywords: antioxidants, carbon paste electrode, cyclic voltammetry, TiO2 nanoparticles.
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1. UVOD



U znanstvenom svijetu trenutno vlada veliki interes za upotrebu nanocestica za izradu
modificiranih elektroda te za bioznanstvene primjene Sirokog opsega. Izrada modificirane
elektrode sa nanocesticama bila je fokus nedavnih istrazivanja radi poboljsanog signala
odziva, pojacane osjetljivosti i poboljsane reproducibilnosti. Prisutnost TiO2 nanocestica u
grafitnoj pasti pojac¢ava dostupno podruéje na povrsini elektrode i poboljsava osjetljivost
utjecajem na broj i visinu strujnih vrhoval. Kod mnogih istraZivanja, pogotovo onih koja se
ticu antioksidansa, ucinak elektrokataliticke oksidacije istrazivan je primjenom ciklicke
voltametrije. Upravo zbog svoje brzine, to¢nosti, osjetljivosti i niske cijene, elektrokemijske
metode poput ciklicke voltametrije zamjenjuju spore analiticke metode za istrazivanje
antioksidansa. Antioksidansi su zanimljivi za istrazivanje zbog korisnih ucinaka za ljudsko
zdravlje. Takoder, antioksidansi bi mogli imati vaznu biolosku ulogu u prevenciji raznih
bolesti poput raka, dijabetesa, artritisa itd. Reaktivnost antioksidansa usko je vezana sa redoks
karakteristikama i samo znanje je klju¢no za kasnije razumijevanje antioksidativnog
kapaciteta. Zato je nuzno da elektrokemijske studije povezuju kemijsku strukturu, aktivnost i
redoks ponasanje antioksidansa?.

U ovom radu najvea paznja je posvecena elektrokataliticlkom utjecaju TiO2
nanocestica, te kako se uz pomo¢ njih moze poboljsati ili smanjiti strujni odziv ispitivanih
antioksidativnih tvari. TiO2 nanocCestice pokazale su pozitivan utjecaj na antioksidativno
djelovanje galne kiseline, no kod heterociklickih derivata kumarina strujni odziv se smanjivao
i TiO2 nanocestice nisu dale poboljSanje signala.



2. OPCI DIO



2.1. Fenolne kiseline kao antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje inhibiraju reakcije bioloski vaznih molekula sa slobodnim
radikalima. U Zivuéim sustavima to obi¢no ukljucuje na nekakav nacin kisik®. Dijelimo ih na
prirodne i sintetizirane. Prirodni antioksidansi imaju veliku mogucnost za upotrebu u kemiji
hrane, zdravstvu i klini¢koj primjeni2. Jedni od najznacajnijih prirodnih antioksidansa su: L-
askorbinska kiselina (vitamin C), B-karoten, a-tokoferol (vitamin E) itd®.

Fenolne kiseline su velika skupina antioksidansa biljnog porijekla koji se sastoje se od
fenolne jezgre i bo¢nog niza koji sadrzi jedan ugljikov atom (derivati benzojeve kiseline) ili
tri ugljikova atoma (derivati cimetne Kiseline)*. Ispitivana galna kiselina je medu
najzastupljenijim hidroksi derivatima benzojeve kiseline. Kumarin je cis-o-hidroksi derivat
cimetne kiseline prisutan u mnogim biljkama®.

2.1.1. Antioksidansi topivi u vodi

Kao primjer fenolne kiseline topive u vodi ispitivana je galna kiselina. Askorbinska i
mokraéna kiselina posluzile su kao antioksidativni standardi za ispitivanje. Strukturne formule
ispitivanih spojeva nalaze se u tablici 1. Sva su tri spoja interesantna za ispitivanje zbog svoga
djelovanja u ljudskom organizmu koje se veze uz njihova antioksidativna svojstva.

Tablica 1. Tablica sa strukturnim formulama ispitivanih spojeva.
NAZIV STRUKTURNA FORMULA
askorbinska kiselina He
% o0
mokraéna kiselina O
H
N
NH
o= | /J\
N N 0
galna kiselina 0
HO
OH
HO
OH




Askorbinska kiselina ili vitamin C je organska molekula ¢ija je glavna funkcija
kataliziranje reakcija u tijelu®. Vitamin C sluZi u borbi protiv skorbuta, bolesti zna¢ajne za
nedostatak vitamina C. Askorbinska kiselina topiva je u vodi i nuzna za proizvodnju
kolagena. Unutar stanice pomaze formirati prokolagen koji se kasnije ,,pakira“ i formira u
kolagen izvan stanice. Kolagen je ljepljiva supstanca koja povezuje zajedno stanice
formirajuci tkiva. Askobinska kiselina je takoder vazna jer $titi masno topive vitamine A i E,
kao 1 masne kiseline od oksidacije. Time se smatra reduciraju¢im agensom i sakupljacem
radikala. Radikali, molekule s nesparenim elektronima, mogu biti vrlo Stetne za naSe tijelo
zbog svoje visoke reaktivnosti te izazvati mutacije ili rak. Kao odlian izvor elektrona,
vitamin C moze donirati elektrone kao hidroksil ili superoksid te time suzbiti reaktivnost
slobodnih radikala. Askorbinska kiselina pokazala se odlicnom u borbi protiv raka smanjujuci
njegovo djelovanje bolje nego primjenom terapije. Takoder moze djelovati unutar stanice da
bi zastitila DNA, nasljednu tvar, od Stete uzrokovane slobodnim radikalima.

Mokraéna kiselina je primarni produkt purinskog metabolizma’. Abnormalne razine
mokraéne kiseline simptomi su nekoliko bolesti, kao sto su giht, hipertenzija i Lesch-
Nyhanov sindrom. Dakle, pracenje koncentracije mokraéne kiseline u bioloskim tekué¢inama
moze biti upotrebljivo za ranu detekciju navedenih bolesti. Kolorimetrijske, enzimatske i
elektrokemijske metode su koriStene za odredivanje koncentracije mokraéne Kkiseline.
Kolorimetrijska metoda je nepouzdana za to¢no odredivanje koncentracije mokrac¢ne kiseline.
lako je odredivanje mokra¢ne kiseline enzimatskom metodom obecavaju¢e zbog visoke
selektivnosti, ova metodologija je svojstveno skupa i nema visoku granicu detekcije. Za
odredivanje mokraéne kiseline elektrokemijske metode su vise selektivnije, manje skupe i
zahtijevaju manje vremena od ostalih metoda.

Galna kiselina je prirodni fenolni spoj®. Ima snazno antimutageno, antikancerogeno i
antioksidativo djelovanje. Nekoliko analitickih metoda je upotrebljeno za odredivanje
koncentracije galne kiseline u biljkama i vinu, ili za jednostavniju matricu HPLC, gdje
kemijska reakcija oscilira upotrebom analitickog pulsa perturbacijske tehnike, difuzne
refleksijske spektrometrije i biamperometrijske metode. U vecini slucajeva, analiza prati
predobradu uzorka koja ukljucuje ekstrakciju tekuce-tekuce ili ¢vrsto-tekuce. Doduse, i dalje
postoji potreba za alternativnim analitiCkim metodama u svrhu odredivanja polifenola,
posebice galne kiseline.

2.1.2. Kumarin i njegovi derivati

Kao primjeri antioksidansa teSko topivih i1 netopivih u vodi, ispitivani su derivati
kumarina prikazani u tablici 2., a kao antioksidatvni standardi posluzili su kumarin i 7-
hidroksi kumarin. Kumarin i njegovi derivati, takoder su interesantni za ispitivanje zbog
Sirokih moguénosti primjene i svojih farmakologkih svojstava®.

Kumarin je mirisni organski kemijski spoj koji pripada kemijskoj skupini benzopirena,
bezbojnih kristalnih tvari u svom standardnom stanju®. Kumarin se koristi u odredenim
parfemima i omeksivac¢ima tkanine. Prije se upotrebljavao kao poboljSiva¢ arome u duhanu i
odredenim alkoholnim pi¢ima, no kao prehrambeni dodatak s okusom zabranjen je zbog
zabrinutosti obzirom na njegovu hepatoksi¢nost na zivotinjskim modelima. Takoder se
upotrebljava kao prekursorni reagens u brojnim sintezama brojnih sintetiziranih
antikoagulantnih farmaceutika sli¢nih dikumarolu. Modificirani kumarini su antagonisti
vitaminu K. Kumarin ima Klini¢ku medicinsku vrijednost kao modifikator edeme. Kumarin i
ostali benzopireni poznati su po stimulaciji makrofaga i razgradnji izvanstani¢nog albumina,



¢ime se omogucuje brza resorpcija edematskih teku¢ina. Kumarin i njegovi derivati smatraju
se fenilpropanoidima.

Tablica 2. Tablica sa nazivima i strukturnim formulama kumarina, 7-hidroksi kumarina i
ispitivanih derivata kumarina.

NAZIV STRUKTURNA FORMULA
X
kumarin
o) o)
X
7-hidroksi kumarin
HO o) o)
OH
OCHs
1-30 TéN
o)
/ " /
o)
OH
HsCO
1-32 TéN
o)
/ " /
o)
OH
OH
OCHs
NS-46 N
N=—
o)
PP
o)




OH

HsCO

NS-48

2.2. Cikli¢ka voltametrija

Ciklicka voltametrija je jedna od najces¢e koriStenih tehnika za prikupljanje
kvalitativnih informacija o elektrokemijskim reakcijama jer pruza moguénost brzog
prikupljanja podatka koji govore o termodinamici redoks procesa, kinetici heterogenih
procesa, prijenosa elektrona ili adsorpcijskim procesimall. Pripada skupini tranzijentnih
elektrokemijskih tehnika u kojima je signal pobude linearno promjenjivi potencijal, a signal
odziva je struja, koja se mjeri kao funkcija narinutog potencijala.

POTENCIAL

VRIJEME

Slika 1. Signal pobude cikli¢ke voltametrije!?

Potencijal se mijenja linearno kroz podruéje potencijala u kojem se odvija reakcija na
elektrodi nakon Cega se mijenja smjer promjene potencijala nazad do pocetnog potencijala,
kao Sto je prikazano na slici 1. Eksperiment obi¢no pocinje na potencijalu gdje nema
elektrodne reakcije (i = 0) i zatim se pomice prema pozitivnijim vrijednostima za proucavanje
oksidacije odnosno prema negativnijim za proucavanje redukcije. Visina strujnog odziva ovisi
o0: koncentracijama oksidiranog i reduciranog oblika u otopini, broju izmijenjenih elektrona,
povrsini radne elektrode 1 ¢imbenicima §to odreduju brzinu difuzije, odnosno koncentracijski




gradijent uz povrsinu elektrode. Gradijent koncentracije elektroaktivnih vrsta uz povrsinu
elektrode ovisi o difuzijskom koeficijentu i brzini promjene potencijala signala pobude.
Brzina promjene potencijala moze se mijenjati u Sirokom opsegu pa se ovom tehnikom mogu
ispitivati kako spore, tako i vrlo brze elektrodne reakcije.

Procesi koji se odvijaju na elektrodi za vrijeme mjerenja ciklickom voltametrijom
mogu se prema brzini prijenosa naboja svrstati u tri skupine:
1) Reverzibilan proces: Prijenos naboja je puno brzi od difuzije pa se na povrsini elektrode u
svakom trenutku uspostavlja ravnoteza dana Nernstovom jednadzbom. Struja ovisi o dopremi
reaktanta do povrsine elektrode.
2) Ireverzibilan proces: Prijenos naboja je jako spor u usporedbi s procesom difuzije. Obzirom
da je izmjena naboja spora struja slijedi Butler-Volmerovu kinetiku.
3) Kvazireverzibilan proces: Procesi koji se kod malih brzina promjena potencijala ponasaju
reverzibilno, a porastom brzine pokazuju odstupanje od reverzibilnog ponasanja.

Ukupna struja sastoji se od kapacitivne i faradayske komponente. Kapacitivna struja
nastaje uslijed postojanja elektri¢nog dvosloja na granici faza elektroda/elektrolit. Faradayska
struja nastaje uslijed izmjene naboja na granici faza elektroda/elektrolit.

2.2.1. Cikli¢ki voltamogram za reverzibilan elektrokemijski proces
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Slika 2. Cikli¢ki voltamogram za reverzibilan elektrokemijski proces®®

Cikli¢ki voltamogram reverzibilnog elektrokemijskog procesa, prikazan na slici 2.,
karakteriziraju omjer visine povratnog i polaznog strujnog vrha vala te razlika potencijala
vrhova katodnog i anodnog vala!!. Kod 25°C vrijedi da je razlika potencijala vrhova katodnog
i anodnog vala jednaka:

Epk— Epa=>mV (1)

Potencijal vrha voltametrijskog vala karakteristicna je veli¢ina za odredenu elektroaktivnu
vrstu u datom mediju 1 odredenu ionsku jakost, a nije ovisan o koncentraciji elektroaktivne
vrste niti o brzini promjene potencijala pobude. Omjer visine povratnog i polaznog strujnog
vrhavala tj. Ik i Ipa jednak je 1 i ne ovisi o brzini promjene potencijala v.

Struja vrha vala dana je Randles - Sevéikovom jednadzbom iz koje slijedi da je izravno



proporcionalna koncentraciji elektroaktivne vrste u otopini
ip=2,69- 105n3/2AD1/2¢,p1/2 (2)

U cikli¢koj voltametriji koriste se brzine promjene potencijala od 0.04 do 1000 V s i za taj
opseg promjene brzine potencijala, voltametrijsku reverzibilnost pokazivat ¢e oni elektrodni
procesi kojima je standardna konstanta brzine elektrodne reakcije veéa od 0.1 cm s™.

2.2.2. Ciklicki voltamogram za ireverzibilni elektrokemijski proces
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Slika 3. Ciklicki voltamogram za ireverzibilan elektrokemijski proces

13

Kod ireverzibilnog elektrokemijskog procesa, vidljivog na slici 3., promjenu
potencijala elektrode ne slijedi promjena omjera koncentracija oksidiranog i reduciranog
oblika redoks-sustava u skladu s Nernstovom jednadzbom, jer je elektrodna reakcija spora®.
Struja vrha vala, pri 25°C iskazana je relacijom:

ip=3,01"105n(ana)/2AcoDol/2v1/2 @3)

Ako je rije¢ o reakciji oksidacije u jednadzbu se uvrStavaju koncentracija i difuzijski
koeficijent reduciranog oblika redoks sustava, te umjesto o uvrstava se (1 - a).
Za ireverzibilni voltamogram vrijede sljedec¢i parametri:
1) Ep- ovisi 0 v, za proces redukcije Ep se pomice za (30/ans) mV prema
negativnijim vrijednostima kod deseterostrukog povecanja brzine, a obratno kod
oksidacije.
2) ip»2 - konstantan, ne ovisi 0 v
3) nema struje odziva kod povratnog potencijala
4) ciklicki voltamogram ima samo katodni odnosno anodni val.



2.3. Elektroda od grafitne paste

Elektrode od grafitne paste (CPEs-carbon paste electrodes) vrlo su popularne
zahvaljujuéi Sirokom rasponu anodnog potencijala, niskoj rezidualnoj struji, jednostavnoj
izradi, lakom obnavljanju povrsine i niskoj cijeni’. Grafitna pasta pripravlja se mijeSanjem
grafitnog praha sa odgovaraju¢im lipofilnim otapalom, naj¢esc¢e organskim.

Svaka grafitna pasta ima vise ili manje sli¢ne polarizacijske karakteristike, a razlike u
katodnim 1 anodnim granicama potencijala, koje utjecu na primjenjivost tih elektroda, su ¢esto
male ili ¢ak zanemarive®.

Jedna od mnogih karakteristika lipofilnih tekucih veziva koja utjeCu na svojstva
grafitnih pasta jest njihov direktni utjecaj na elektrodnu reakciju povezanu sa prijenosom
naboja kao i sa prijenosom mase!*. Na povrsini grafitne paste, hidrofobne molekule tekuéeg
veziva tvore brojna hidrofobna mjesta i podrucja koja su sposobna odbijati hidrofilne tvari od

.....

hidrofobnija povrSina grafitne paste, a ¢im vise hidrofilnih tvari u otopini.

Specifi¢na kinetika elektrokemijskih reakcija na grafitnoj pasti eksperimentalno je
usporedivana na brojnim organskim spojevima, §to je rezultiralo prakti¢nim savjetima za
mjerenja u elektrokemijske svrhe. Kao posljedica umjerene reakcijske kinetike i
odgovarajuc¢eg prenapona, oksidacijski pikovi razli¢itih organskih supstanci pojavljuju se pri
visokim pozitivnim potencijalima, ¢esto blizu anodne granice mjernog podrucja elektrode. U
takvim slucajevima signali ,,pate” od visokih Sumova, ¢ime se kvaliteta mjerenja suzava u
pogledu nepovoljnog odnosa signal-sum, §to rezultira niskom selektivno$¢u i osjetljivoscu.
Nadalje, takvo nepovoljno ponasanje moze biti prije svega promijenjeno i u odredenim
granicama kontrolirano pomoc¢i aktivacijskih postupaka koji omogucavaju znatno snizavanje
prenapona na povrsini grafitne paste.

Na aktiviranoj elektrodi, uslijed izmijenjene reakcijske kinetike na hidrofilnoj
elektrodi od grafitne paste, signali od interesa pomaknuti su prema manje pozitivnim
potencijalima i dalje od podru¢ja potencijala blizu granice anode, §to je dostatno da se
prouzrokuje Zeljeni zna¢ajan napredak u signal-sum odnosu'®. Najucestaliji elektrokemijski
postupak je anodizacija, gdje se primjenjuju visoki pozitivni potencijali (najc¢esce od +1.25 do
+1.75V prema ZKE) u vremenu trajanja od 30-120 s. Nakon anodne oksidacije, aktivirana
povrsina ugljikove paste moze biti uravnoteZena kratkom katodizacijom (na otprilike -1.0 V
prema ZKE), u vremenu trajanja od 15 s. Povremeno se povrSina grafitne paste tretira
katodizacijom kako se provela mjerenja koja zahtijevaju negativno nabijenu aktivnu povrsinu
ili da bi se smanjili Sumove pri stalnoj struji prilikom redukcije primjenom izmjeni¢nog
potencijala.

2.4. TiO2 nanodestice

Titan dioksid je n-tip ekoloski prihvatljivog poluvodica sa §irokim razmakom izmedu
vrpca, dobre biokompatibilnosti i stabilnosti*>. TiO2 nanocestice otkrivene su zahvaljujuéi
tome Sto pruZzaju: dobru biokompatibilnost, veliku povrsinu, dobre disperzijske znacajke i
mogucnost brzog prijenosa elektrona, §to se primjenjivalo za razne mehanicke studije ili za
izradu elektrokemijskih biosenzoral.

Nano-TiOz ima S$irok raspon u tehni¢koj upotrebi kao plinski senzor, foto i termalni
katalizator, fotoelektrokatalizator zahvaljuju¢i odlicnoj kemijskoj i mehanickoj stabilnosti,

netoksi¢nosti i sposobnosti fotooksidacijskog unistenja veéine organskih zagadivaca®®.
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Osim kao katalizator, titan dioksid (TiO2) u sirokoj je upotrebi kao pigment, a u novije
se vrijeme koristi za proizvodnju dimenzijski stabilnih elektrodal’. TiO, nano&estice
upotrebljene kao materijali koji formiraju tanki film, a ¢ak su interesantne i za upotrebu kao
modifikator elektroda, obzirom da imaju veliku povrSinu, opticku transparentnost, relativno
dobru vodljivost i ranije spomenutu dobru biokompatibilnost.

Nanostrukturirani TiO2, kao i TiO2 nanocestice i njihovi tanki filmovi, imaju brojna
adsorpcijska mjesta za organske spojeve. Ovo svojstvo se moze upotrijebiti za obogacenje
povrsine elektrode organskim spojem 1 poboljsana elektrokemijska mjerenja organskih
spojeva kao npr. ftalne kiseline.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

12



3.1. Priprema radne elektrode

Kod pripreme radne elektrode (slika 4.), Supljina elektrode (CPE Carbon paste
electrode, @ 6 mm, Als Co. Ltd.) puni se gotovom grafitnom pastom (CPO Carbon paste oil
base, Als co. Ltd.) pazeci da ne bi bilo Supljina i da se ostvari §to bolji elektri¢ni kontakt. Na
kraju se elektroda ispolira Cistim indeks papirom da bi se postigla glatka povrSina i bolji
signali pri mjerenjima.

grafitna pasta

$patula

radna elektroda

Slika 4. Priprema elektrode od grafitne paste®®

3.2. Aparatura

Aparatura kojom su mjerenja provedena, prikazana na slici 5., sastojala se od:
racunala, potenciostata/galvanostata EG&G Princeton Applied Research model 263A i
elektrokemijske celije.

Elektrokemijska

Potenciostat/galvanostat

Slika 5. Aparatura za provedbu eksperimentalnih mjerenja
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3.3. Elektrokemijska celija

Elektrokemijska ¢elija u kojoj su provedena mjerenja je troelektrodna, sastojala se od
radne, referentne i protuelektrode. Radna elektroda bila je elektroda od grafitne paste,
protuelektroda platinski lim, a referentna elektroda bila je zasi¢ena kalomel elektroda ¢iji je
potencijal Ezxe = +0,242 V. Stoga su sva mjerenja prikazana u odnosu na potencijal zasi¢ene

kalomel elektrode pri sobnoj temperaturi. Elektrokemijska ¢elija prikazana je na slici 6.

Slika 6. Elektrokemijska ¢elija

3.4. Priprema otopina

Za snimanje antioksidansa ciklickom voltametrijom bila upotrijebljena je otopina
fosfatnog pufera pH = 7,4, koja je simulirala fiziolosku otopinu. Sastav pufera prikazan je u
tablici 3.

Tablica 3. Sastav fosfatnog pufera u 1000 ml vode.

KH2PO4 0,1 mol dm™ 500 mL
NaOH 0,1 mol dm™ 391 mL
NaCl 8,2gdm? 739

Za podesavanje pH fosfatnog pufera koristen je 0,1 M NaOH.
Antioksidansi topivi u vodi, askorbinska, mokrac¢na i galna kiselina, pripremljeni su

kao vodena otopina koncentracije od 200 umol. Od navedene otopine pripremljena su ostala
razrijedenja.
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3.5. Priprema elektrode za snimanje kumarina i njegovih derivata te TiO2 nanocestica

Obzirom da kumarin kao i njegovi derivati nisu topivi u vodi, umje$avani su u gornji
sloj grafitne paste unutar elektrode. U grafitnu pastu dodavano je 0,5 mg spojeva. PovrSina
elektrode je potom zagladena na papiru. Ciklicki voltamogrami snimani su u fosfatnom
puferu.

Za ispitivanje katalitickog efekta, dodano je 10 % masenih postotaka TiO2 nanocestica
u odnosu na grafit tako da su one takoder umjeSane u elektrodu od grafitne paste.

3.6. Postupak mjerenja

Sva mjerenja snimana su ciklickom voltametrijom pri potencijalima od -100 mV do
800 mV prema zasi¢enoj kalomel elektrodi, pri brzini promjene potencijala od 100 mV s™.
Struja odziva bila je u mikroamperskom podrucju (oko 10 pA). Radi usporedbe, standardi
topivi u vodi snimani su i pri brzini od 400 mV s™.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Cikli¢ki voltamogrami askorbinske i mokraéne kiseline

Rezultati ciklicke voltametrije analizirani su na dva naéina, odredivanjem potencijala i
visine vrha anodnog strujnog vala i odredivanjem naboja ispod anodnog strujnog vala, kao $to
je shematski prikazano na slici 7. Na slikama na kojima nije izrazen strujni vrh, potencijal
vrha oznacava potencijal na mjestu pregiba (tzv. ,,ramena‘) na ciklickom voltamogramu.

104

Current/mA

o0 o5 T 40 T T T 45
Potential/V

Slika 7. Odredivanje visine vrha anodnog strujnog vala i odredivanje naboja ispod anodnog
strujnog vala kod cikli¢ke voltametrije.

Ciklicki voltamogrami askorbinske i mokracne kiselina snimani su na nemodificiranoj
elektrodi of grafitne paste pri brzinama promjene potencijala od 100 mV s i 400 mV s
Mjerenja su radena u ovisnosti o koncentraciji (slike 8. i 9. za askorbinsku, te 12. i 13. za
mokraénu kiselinu) i u ovisnosti o vremenu proteklom od pripreme otopine (slike 10. i 11. za

askorbinsku te 14. i 15. za mokra¢nu kiselinu). Rezultati analize cikli¢kih voltamograma dani
su u tablicama 4.-11.
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Slika 8. Cikli¢ki voltamogrami otopina askorbinske kiseline razli¢itih koncentracija, snimljeni
brzinom od 100 mV/s.

Tablica 4. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina askorbinske
kiseline razli¢itih koncentracija, snimljeni brzinom od 100 mV/s.

Koncentracija/ pmol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha /mV 611,0 | 609,3 | 679,7 | 7114 | 779,9
Struja vrha /pA 4,721 | 2,163 | 1,124 | 0,711 | 0,482
Naboj ispod vala /pnC | 18,17 | 8,975 | 4,375 | 2,962 | 1,995
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Slika 9. Cikli¢ki voltamogrami otopina askorbinske kiseline razli¢itih koncentracija, snimljeni
brzinom od 400 mV/s.

Tablica 5. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina askorbinske
kiseline razli¢itih koncentracija, snimljeni brzinom od 400 mV/s.

Koncentracija /umol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha /mV 7265 | 722,2 | 7804 777,6 779,7
Struja vrha /pA 6,804 | 3,371 | 2,437 | 0,1487 | 0,927
Naboj ispod vala /nC | 6,033 | 3,136 | 1,917 1,263 0,831

Cikli¢ki voltamogram pokazuje da u mjernom podrucju reakcija ide u jednom smjeru,
tj. dogada se oksidacija askorbinske kiseline. 1z mjerenja, moZemo uociti da se povecanjem
brzine polarizacije smanjio naboj, a povecali su se napon 1 struja vrha anodnog strujnog vala
askorbinske kiseline. Pri manjim koncentracijama, oksidacija askorbinske kiseline odvija se
teZe (vis$i napon vrha) i manjim kapacitetom (manji naboj). Smanjenjem koncentracije struja
vrha se smanjuje. Naboj se smanjio pri vecoj brzini polarizacije jer je pri vecoj brzini na
raspolaganju krace vrijeme za oksidaciju askorbinske kiseline.
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Slika 10. Cikli¢ki voltamogrami 200 pmol otopine askorbinske kiseline mjereni u ovisnosti o
vremenu brzinom od 100 mV/s.

Tablica 6. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala 200 pmol otopine
askorbinske kiseline mjereni u ovisnosti 0 vremenu brzinom od 100 mV/s.

Vrijeme /min 0 20 40 60 80 100
Napon vrha /mV 779,2 | 7815 | 780,7 | 781,8 | 7816 | 780,55
Strujavrha /pA 6,766 | 2,601 | 2,641 | 2,086 | 1,724 | 1,612
Naboj ispod vala /pnC | 24,61 | 11,04 | 10,75 | 8,446 | 6,932 | 6,464
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Slika 11. Cikli¢ki voltamogrami 200 pmol otopine askorbinske kiseline mjereni u ovisnosti o

vremenu brzinom od 400 mV/s.

Tablica 7. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala 200 pmol otopine

askorbinske kiseline mjereni u ovisnosti 0 vremenu brzinom od 400 mV/s.

Vrijeme /min 0 20 40 60 80 100

Napon vrha /mV 782,3 | 7805 | 780,4 | 780,4 | 780,4 | 780,44
Struja vrha /pA 9,000 | 5821 | 4,957 | 4,181 | 3,585 | 3,387
Naboj ispod vala /pnC | 6,901 | 6,098 | 5232 | 4509 | 4,025 | 3,907

Tijekom vremena askorbinska kiselina se oksidira, smanjuju se naboj i struja vrh
anodnog vala, dok napon vrha ostaje priblizno nepromijenjen. Rezultati pri obje brzine
polarizacije ukazuju na gubitak antioksidativnih svojstva otopine.
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Slika 12. Cikli¢ki voltamogrami otopina mokra¢ne kiseline razli¢itih koncentracija, snimljeni
brzinom od 100 mV/s.

Tablica 8. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokrac¢ne
Kiseline razli¢itih koncentracija snimljeni brzinom od 100 mV/s.

Koncentracija /umol 200 100 50 25

Napon vrha /mV 4945 | 516,3 | 574,0 | 569,3
Struja vrha /pA 5211 | 2,696 | 1,413 | 0,800
Naboj ispod vala /nC 2199 | 1135 | 6,013 | 3,198
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Slika 13. Cikli¢ki voltamogrami otopina mokracne kiseline razli¢itih koncentracija, snimljeni
brzinom od 400 mV/s.

Tablica 9. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokra¢ne
kiseline razli¢itih koncentracija snimljeni brzinom od 400 mV/s.

Koncentracija /pmol | 200 100 50 25 12,5
Napon vrha /mV 555,0 | 587,9 | 640,5 634,0 782,0
Struja vrha /pA 7,928 | 4,307 | 2,406 1,263 0,795
Naboj ispod vala /uC | 7,993 | 4,298 | 2,333 1,325 0,873

Kao i kod askorbinske kiselina, i kod mokraéne kiseline mozemo uoditi pad struje vrha
1 povecanje napona vrha anodnog strujnog vala smanjenjem koncentracije. Pri manjim
koncentracijama, oksidacija mokraéne kiseline odvija se teze (viSi napon vrha) i manjim
kapacitetom (manji naboj). Veca brzina polarizacije pogodovala je povecanju strujnog i
naponskog vrha, ali i smanjenju naboja, kao i kod askorbinske kiseline. Naboj se smanjio pri
vecoj brzini polarizacije jer je pri vecoj brzini na raspolaganju krace vrijeme za oksidaciju
mokraéne kiseline.
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Slika 14. Cikli¢ki voltamogrami 200 pmol otopine mokraéne kiseline mjereni u ovisnosti o
vremenu brzinom od 100 mV/s.

Tablica 10. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala 200 umol otopine
mokraéne kiseline mjereni U ovisnosti 0 vremenu brzinom od 100 mV/s.

Vrijeme /min 0 20 40 60 80 100 120

Napon vrha /mV 618,6 |646,7 |617,0 |620,7 |613,3 |617,9 |590,6
Struja vrha /pA 7,554 |6,486 |5878 |5922 |6,098 |5,739 |5,729
Naboj ispod vala /uC | 33,25 27,21 24,21 23,62 24,11 22,81 22,77
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Slika 15. Ciklic¢ki voltamogrami 200 pmol otopine mokraéne kiseline mjereni u 0visnosti o
vremenu brzinom od 400 mV/s.

Tablica 11. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala 200 umol otopine
mokraéne kiseline mjereni U ovisnosti 0 vremenu brzinom od 400 mV/s.

Vrijeme /min 0 20 40 60 80 100 120

Napon vrha /mV 671,0 | 7025 |7045 |701,6 |704,3 |697,8 |677,7
Struja vrha /pA 11,46 |9,756 |9,330 |9,319 |9,473 |9,143 |9.297
Naboj ispod vala /uC | 11,38 | 9,250 |8,573 |8,366 |8,476 |8,166 | 8,450

Tijekom vremena, mokra¢na kiselina se oksidira, smanjuju se naboj i struja vrha
anodnog vala, dok napon vrha ostaje priblizno nepromijenjen. Kao i kod askorbinske kiseline,
rezultati pri obje brzine polarizacije, 1 za mokraénu kiselinu, ukazuju na gubitak

antioksidativnih svojstva otopine.
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Slika 16. Ovisnost napona vrha anodnih valova o koncentraciji otopina askorbinske i
mokraéne kiseline.

Iz grafickog prikaza na slici 16. moZemo uociti da se napon vrha anodnog vala
smanjuje povecanjem koncentracije i kod askorbinske i kod mokraéne kiseline. Najvece
smanjenje pokazuje mokraéna kiselina pri 400 mV s, a najmanje mokraéna kiselina pri 100
mV s1. Moze se zakljuditi da je poveéanjem koncentracije olak3ana oksidacija na elektrodi.
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Slika 17. Ovisnost struje vrha anodnih valova o koncentraciji otopina askorbinske i
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Slika 18. Ovisnost naboja ispod anodnog vala o koncentraciji otopina askorbinske i mokra¢ne

kiseline.

Slike 17. i1 18. pokazuju linearnu ovisnost struje vrha anodnog vala i naboja ispod
anodnog vala o koncentracijama kiselina. Mokra¢na kiselina pokazuje viSe struje vrha i vece
naboje od askorbinske, Sto ukazuje na vecu antioksidativnu aktivnost.
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Slika 19. Ovisnost naponskog vrha 200 umol otopina askorbinske i mokraéne kiseline 0

vremenu.

Na slici 19. mozemo uociti da naponi vrhova anodnih valova askorbinske kiseline pri
obje brzine polarizacije imaju znatno vece vrijednosti od mokraéne kiseline §to ukazuje na
tezu oksidaciju askorbinske kiseline u odnosu na mokraé¢nu. Naponski vrhovi ne mijenjaju se

znacajno s vremenom.
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz ovisnosti strujnog vrha o stabilnosti u vremenu 200 pmol otopina
askorbinske i mokra¢ne kiseline.

Slika 20. pokazuje da struje vrhova anodnih valova mokraéne kiseline imaju znatno

vece vrijednosti od askorbinske kiseline. Tijekom vremena struje vrhova obje kiseline se
smanjuju.
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz ovisnosti naboja o stabilnosti u vremenu 200 pmol otopina
askorbinska i mokracne kiseline

Na slici 21. uo¢avamo sli¢ne rezultate kao i na slici 20, odnosno, naboji ispod anodnih

valova veci su za mokra¢nu kiselinu nego za askorbinsku. Tijekom vremena naboji ispod
anodnih valova za obje kiseline se smanjuju.
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4.2. Cikli¢ki voltamogrami antioksidansa topivih u vodi uz dodatak 10 % TiO2
nanocestica

—— Askorbinska kiselina
Askorbinska kiselina+ 10 % TiO,

E/mVv

Slika 22. Cikli¢ki voltamogrami 200 pmol otopine askorbinske kiseline, dobiveni brzinom
polarizacije od 100 mV/s uz dodatak 10 % TiO> nanocestica grafitnoj pasti.

—— Mokraéna kiselina
Mokracna kiselina+ 10 %TiO,
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Slika 23. Cikli¢ki voltamogrami 200 pmol otopine mokraéne kiseline, dobiveni brzinom
polarizacije od 100 mV/s uz dodatak 10 % TiO nanocestica grafitnoj pasti.
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Slika 24. Ciklicki voltamogrami 200 pmol otopine galne kiseline, dobiveni brzinom
polarizacije od 100 mV/s uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti.

Tablica 12. Napon i struja vrha anodnih valova otopina askorbinske, mokraé¢ne i galne
kiseline koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije od 100 mV/s.

Naziv Kiseline askorbinska kiselina mokracna kiselina galna kiselina
Struja vrha /A 3,711 4,410 10,830
Napon vrha / mV 796,0 584,1 794,1
Naboj ispod vala 10,40 16,30 37,32
/uC

Tablica 13. Napon i struja vrha anodnih valova otopina askorbinske, mokraé¢ne i galne
kiseline koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije od 100 mV/s na

elektrodi s dodatkom 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti.

Naziv kiseline askorbinska kiselina mokracna kiselina galna kiselina
Struja vrha /uA 6,753 6,962 14,890
Napon vrha /mV 789,8 664,2 790,8
Naboj ispod vala 33,68 3310 66,42
/uC

Iz slika 22. do 24. vidi se da su se odzivi pojacani dodatkom 10 % TiO2 nanocestica
grafitnoj pasti. Krivulje oksidacije pomaknule su se u negativhom smjeru prema niZim
potencijalima Sto ukazuje na lakSu oksidaciju. Kod mokra¢ne 1 galne kiseline doslo je do
povecanja broja vrhova dodatkom TiO2 nanocestica u elektrodu. Usporedujuéi tablice 12. i
13. mozemo vidjeti, da su se struje vrhova povecale, a naponi smanjili te da je naboj kod
askorbinske kiseline trostruko veci, a kod mokraéne i galne kiseline, duplo ve¢i na elektrodi s
nanocCesticama. Dobivane cikli¢ki voltamogrami u sustavu s nanoCesticama ukazuju na

njihovo nesumnjivo elektrokataliticko djelovanje.
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4.3. Cikli¢ki voltamogrami kumarina i njegovih derivata
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Slika 25. Cikli¢ki voltamogrami spojeva iz tablice 2. dobiveni brzinom polarizacije od 100
mV/s.

Tablica 14. Naponski i strujni vrhovi anodnih valova 0,5 mg kumarina i njegovih derivata
umijesanih u grafitnu pastu, izmjereni brzinom polarizacije od 100 mV/s.

SPOJ Ei/ mVsce i/ pA Ell / mVsce i/ pA Q/ pC
kumarin 378 0,83 698 3,77 5,93
7-hidroksi - - 684 34,48 73,48
kumarin
1-30 - - 676 2,38 4,46
1-32 485 2,99 768 8,94 18,60
NS-46 394 3,26 780 3,83 15,14
NS-48 274 4,70 755 9,78 27,46

Iz ciklickih voltamograma spojeva prikazanih na slici 25. i rezultata u tablici 14.,
proizlazi da najvecu antioksidativnu aktivnost pokazuje 7-hidroksi kumarin, a najmanju
derivat 1-30. Kumarin pokazuje ve¢u antioksidativnu aktivnost od derivata 1-30, dok derivati
[-32 i NS-48 pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost od kumarina, ali jo§ uvijek oko 4 puta
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manju od 7-hidroksi kumarina. Derivat NS-46 ima bolje antioksidativnho djelovanje od

kumarine zbog znacajnije viseg naboja.

Moze se zakljuciti da antioksidativni kapacitet derivata kumarina, koji se o€ituje u
naboju ispod strujnog vala, ne pokazuje znacajnu korelaciju s brojem OH-skupina, ve¢
vjerojatno znacajno ovisi o geometriji molekule, moguénosti njezina smjestaja u
elektrokemijskom dvosloju te mogucnosti ulaska u kemijske reakcije koje slijede
elektrokemijsku oksidaciju te uzrokuju ireverzibilnost elektrodnog procesa.

4.4. Cikli¢ki voltamogrami kumarina i njegovih derivata uz dodatak 10 % TiO2

nanocestica

10 A

—— 7-hidroksi kumarin
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E/mv

Slika 26. Cikli¢ki voltamogrami 7-hidroksi kumarina snimljeni u fosfatnom puferu pri pH 7,4
brzinom polarizacije od 100 mV/s bez i sa 10 % TiO ¢estica u grafitnoj pasti.

Tablica 15. Napon i struja anodnih valova 0,58 mg 7-hidroksi kumarina umijeSanog u grafitnu
pastu, izmjereni brzinom polarizacije od 100 mV/s na elektrodi s 10% TiO>

nanocestica.

Spoj 7-hidroksi kumarin 7-hidroksi kumarin + 10
% Ti02 nanocCestica

Struja vrha/pA 40,01 20,61

Napon vrha/mV 683,5 681,0

Naboj/uC 101,2 43,29

Ciklicki voltamogrami 7-hidroksi kumarina snimljeni u fosfatnom puferu pri pH 7,4
brzinom polarizacije od 100 mV/s bez i sa 10 %TiO:z Cestica u grafitnoj pasti, prikazani su na
slici 26. Prema tablici 15., a i sa slike 26. mozemo uociti da kod 7-hidroksi kumarina dodatak
TiO2 nanocestica nije rezultirao poboljSanjem signala, ve¢ naprotiv, njegovim smanjenjem.
Strujni vrh 1 naboj smanjili su se priblizno duplo u odnosu na elektrodu bez nanocestica.
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5. ZAKLJUCAK
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Najbolji antioksidativni ucinak pokazuju tvari koje imaju niske potencijale vrha
anodnog vala 1 velike naboje ispod anodnog vala. Mozemo uociti da su sve istrazivane
reakcije ireverzibilne, te se u razmatranom podrucju mjerenja odvija iskljuCivo proces
oksidacije.

U slucaju antioksidansa topivih u vodi, antioksidativni u¢inak ima redoslijed: galna
kiselina>mokra¢na kiselina>askorbinska kiselina. Kod antioksidansa netopivih u vodi,
najbolji uc¢inak pokazuje 7-hidroksi kumarin. Povecanje koncentracije antioksidansa u otopini
pogoduje oksidaciji na elektrodi, smanjuju¢i napon vrha anodnog strujnog vala i povecavajuci
naboj ispod vala. Pove¢anjem brzine povecava se strujni vrh ali i smanjuje naboj, jer je pri
vecoj brzini polarizacije na raspolaganju krace vrijeme za oksidaciju spojeva.

Elektrokataliti¢ki efekt TiO2 nanocCestica izrazit je za antioksidanse topive u vodi. TiO2
nanocestice povecale su broj strujnih vrhova za askorbinsku, mokra¢nu 1 galnu kiselinu, te
pomaknule krivulju oksidacije u nize potencijale. TiO2 nanocestice povecale su struje vrhova,
1 naboj ispod valova koji je kod askorbinske kiseline trostruko veci, a kod mokraéne i1 galne
kiseline, duplo vec¢i na elektrodi s nanocesticama.

Cikli¢ki votamogrami netopivih antioksidansa umijesanih u elektrodu pokazuju odziv
reda veli¢ine 1-10 pA, sli¢no kao i antioksidansi topivi u otopini.

TiO2 nanocestice nisu uzrokovale poboljSanje odziva elektrode u sluc¢aju 7-hidroksi
kumarina umijesanog u elektrodu. Uoceno je smanjenje signala na gotovo polovicu od
vrijednosti postignute na elektrodi bez nanocestica. Mozemo zakljuéiti da umjesavanje TiO2
nanocestica u elektrodu od grafitne paste uz netopive antioksidanse ne daje elektrokatalitiCki
ucinak kao u slucaju antioksidansa u otopini.
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POPIS SIMBOLA
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A — povrsina elektrode, cm?

Co — koncentracija elektroaktivne vrste u otopini, mol cm™
D — difuzijski koeficijent, cm? st

E — potencijal elektrode prema standardnoj zasi¢enoj kalomel elektrodi, mV
AE — prenapon, mV

Ep.a — potencijal vrha anodnog vala, mV

Epk— potencijal vrha katodnog vala, mV

ip — struja vrha vala, A

n — broj izmjenjenih elektrona

n. — broj elektrona najsporijeg stupnja razmjene

Q — naboj, uC

v — brzina promjene potencijala, V s

a — koeficijent prijelaza
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