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SAZETAK RADA

U ovom radu ispitan je elektrokataliticki utjecaj TiO2 nanocestica na oksidaciju mokraéne
kiseline na mikroelektrodi od grafitne paste. Mjerenje je provedeno na elektrodi bez
nanocCestica i sa masenim udjelom od 10% nanocestica TiO2. Na obje elektrode, ispitan je
utjecaj koncentracije mokra¢ne kiseline kao vodotopivog antioksidativnog standarda i brzine

polarizacije, na voltametrijski odziv sustava.

Dobiveni rezultati pokazuju da nanocestice imaju znacajan elektrokataliticki efekt koji se
oCituje u pojavi strujnih valova pri niskim potencijalima, u podru¢ju 190 do 450 mV i u pojavi
kvazireverziblnosti. Efekt je vidljiv u 200 uM otopini mokra¢ne kiseline pri svim brzinama
polarizacije. Rezultati ukazuju na moguénost daljnjeg ispitivanje mikroelektrode od grafitne
paste s nanoCesticama kao senzora za odredivanje antioksidativnih tvari u raznim medijima in

situ.

Kljucne rijeci: antioksidans, mikroelektroda, grafitne paste, ciklicka voltametrija, TiO2

nanocestice



SUMMARY

In this study, the electrocatalytic influence of TiO> nanoparticles on uric acid oxidation
on graphite microelectrode has been studied. The measurement was performed at a
nanoparticle-free electrode and at an electrode with 10% TiO2 nanoparticle content. On both
electrodes, the influence of uric acid concentration as a water-soluble antioxidant standard and
the influence of polarization rate on voltammetric response of the system has been studied.

The results obtained show that nanoparticles have a significant electrocatalytic effect that
is reflected in the occurrence of low potential current waves in the range of 190 to 450 mV and
in the appearance of quasireversibility. The effect is visible in a 200 um uric acid solution at all
polarization rates. The results indicate the possibility of further testing of TiO2 nanoparticle -
graphite paste microelectrodes as sensors for the determination of antioxidant substances in

various media in situ.

Keywords: antioxidant, microelectrode, carbon paste, cyclic voltammetry, TiO2 nanoparticles
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1. UVOD

U ovom radu ispitan je kataliti¢ki utjecaj TiO2 nanocestica, koje kao nanomaterijali pri
elektroanalizi posjeduju vazna svojstva hrapavosti vodljive povrSine, kataliticka svojstva i
svojstva provodljivostit, na voltametrijski odziv modificirane grafitne mikroelektrode. Takoder,
cilj je bio istraziti utjecaj veli¢ine modificirane elektrode i utjecaj koncentracije na
voltametrijski odziv sustava koji sadrzi mokraé¢nu kiselinu kao antioksidativni standard i
odrediti njegovo antioksidativno djelovanje.

Fizikalna, kemijska i katalitiCka svojstva nanocestica opsezno se istrazuju u podrucju
nanomaterijala. U podruc¢ju elektrokemije nanostrukturirane elektrode su predmet istrazivanja u
teorijskoj i primijenjenoj znanosti. Prednosti nanostruktuiranih elektroda u elektrokemiji su
bolji prijenos tvari prema povrSini I smanjeno kapacitivno nabijanje elektrode. Na
nanostrukturiranim elektrodama, poboljsan je omjer signala i Suma, povecana osjetljivost u
analizi tvari u tragovima i bolja rezolucija konkurentnih signala u elektroanalizi.

Znanstvenicima je u posljednje vrijeme od posebnog interesa razvoj metoda odredivanja
antioksidativne aktivnosti u hrani koju ¢ovjek unosi u organizam te antioksidativne aktivnosti
unutar organizma. Cilj je razviti metode koje bi brzo i jednostavno odredivale antioksidativnu
aktivnost u hrani i bioloskim uzorcima. Metoda kojom se u ovom radu mjerilo antioksidativno
djelovanje jest ciklicka voltametrija. Primjenom cikli¢ke voltametrije mogu se vrlo jednostavno
i brzo dobiti kvantitativne informacije u obliku strujnog odgovora elektrode i proteklog naboja,

koje omogucuju odredivanje antioksidativnog kapaciteta 1 jakosti.



2. OPCI DIO

2.1. ANTIOKSIDANSI

Antioksidans je bilo koja tvar koja pri niskoj koncentraciji otezava oksidaciju proteina,
ugljikohidrata, lipida i DNA. Antioksidansi se svrstavaju u 3 glavne kategorije:

1) Prva linija obrane koja ukljucuje superoksid dizmutazu (SOD), katalazu (CAT),

glutation reduktazu (GR), te minerale poput Se, Cu, Zn itd.

2) Druga linija obrane ukljucuje glutation (GSH), vitamin C, albumin, vitamin E,

karotenoide, flavonoide itd.

3) Treca linija obrane ukljucuje kompleksne grupe enzima za popravak ostecenog

DNA, ostecenih proteina, oksidiranih lipida i uklanjanje peroksida. Primjeri su:
lipaza, proteaza, enzimi za popravak DNA, transferaze, metionin sulfoksid
reduktaza itd?.

Oksidativni stres rezultat je neravnoteze izmedu reaktivnih oksidativnih tvari (ROS) i
antioksidativnih obrana. Oksidativni stres negativno regulira niz stani¢nih funkcija te vodi do
brojnih patoloskih stanja kao S§to je starenje, artritis, astma, autoimune bolesti, karcinogeneze,
kardiovaskularne disfunkcije, mrena na oku, dijabetes, neurodegenerativne bolesti,
Alzheimerova bolest, Parkinsonova demencija itd?”.

Slobodni radikali su visoko reaktivne tvari koje imaju nesparene elektrone u zadnjoj
ljuski. Slobodni radikali brzo reagiraju sa staniénom membranom uzrokujuci stani¢no oStecenje
i konac¢no smrt. Da bi se savladali slobodni radikali, zivi sustav proizvodi puno antioksidansa ili
ih dobiva putem prehrane. Slobodni radikali smatraju se jednim od uzro¢nika neuroloskih
bolesti poput Alzheimerove ili Parkinsonove. Oni reagiraju sa polinezasi¢enim lipidima
(lipidna peroksidacija) stani¢nih membrana i sa RNA ili DNA kao genetskim materijalom
stanice. Znanstvenici pokusavaju ponistiti oksidativne ucinke istrazujuéi moguénosti
poboljsanja ucinkovitosti djelovanja antioksidansa u tijelu. Utvrdeno je da postoje pojedinacni
specificni 1 uc€inkoviti antioksidansi koji traZze i uniStavaju slobodne radikale na mnogim
stani¢nim polozajima. Npr. vitamin E znacajan je za zastitu vanjskog masnog sloja stanica, ali
nije odgovoran za stabilizaciju genetskog materijala®.

Antioksidansi smanjuju uéinke oSteéenja stanica nastale zbog djelovanja slobodnih
radikala. Osim brojnih uvjerljivih znanstvenih studija koje obracaju pozornost na brojne
zdravstvene koristi konzumiranja hrane s antioksidansima i antioksidativnih dodataka hrani,

postoje npr. studije koje pokazuju dramaticno smanjenje nastanka ozljeda pri atletskim
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treninzima uz jednostavnu nadopunu antioksidansa u prehrani. Mozak je posebno osjetljiv na
oksidativne utjecaje, uslijed njegove velike metabolicke aktivnosti i poviSenih razina
polinezasi¢enih lipida koji su mete lipidne peroksidacije. Zbog toga se antioksidansi cesto
upotrebljavaju kao lijekovi za lije¢enje brojnih tipova ozljeda mozga'®.

Ljudi uzimaju nadopune antioksidansa direktno iz svjezeg voc¢a i povréa. Voce 1 povrcée
sadrzi ogromnu koli¢inu flavonoida i nadopuna antioksidansa za koje je utvrdeno da doprinose

zastiti od raznih tipova raka i kardiovaskularnih bolestil?.

2.1.1. Mokraéna kiselina

Ispitivana je otopina mokraéne kiseline kao antioksidativni standard. Mokraéna kiselina
je primarni produkt purinskog metabolizma i izluuje se iz mokrace. Struktura mokraéne
kiseline prikazana je na slici 2.1. Raspon mokra¢ne kiseline u ljudskoj plazmi je od 0.18 do
0.39 mM, a u mokra¢i od 1.49 mM do 4.46 mM*% Mokraéna kiselina predstavlja marker
oksidativnog stresa i ima potencijalnu terapijsku ulogu kao antioksidans. Abnormalne razine
mokraéne kiseline simptomi su nekoliko bolesti, kao $to su giht, hipertenzija i Lesch-Nyhanov
sindrom, trovanja i toksi¢nosti u trudno¢i i leukemije. Isto tako, visoka koncentracija mokraéne
kiseline moze ukazati na nisku osjetljivost na inzulin §to je naznaka dijabetesa tipa 2. Stoga se
praenjem razine mokra¢ne kiseline u biolo§kim teku¢inama mogu se detektirati razne

bolestil3.

NH
. | Py
N 0

N
H

Slika 2.1. Struktura molekule mokracne kiseline.

Na slici 2.1 moze se vidjeti struktura molekule mokraéne kiseline.

Za odredivanje mokra¢ne kiseline koriste se brojne analiticke metode poput
kromatografije, kapilarne elektroforeze, spektrofluorimetrije, fluorescencije,
kemiluminescencije, te enzimatske i elektrokemijske tehnike. Vecina tehnika su dugotrajne i

zahtijevaju primjenu skupih instrumenata.



Mokraéna kiselina kao elektroaktivna molekula moze se detektirati elektrokemijskim
metodama koje posjeduju niz prednosti kao $to su brzina i visoka osjetljivost naspram drugih
metoda. Selektivnost detekcije mokraéne kiseline moze se povecati razli¢itim enzimima ili

polimernim slojevima na povrsini elektrode.

Elektrokemijsko odredivanje mokra¢ne kiseline usporedno je sa askorbinskom
kiselinom otezano je jer Se obi¢no oksidira na bliskim vrijednostima potencijala. Kljucni
problem u pracenju oksidacije mokraéne kiseline koju prikazuje slika 2.2 i askorbinske kiseline
upravo predstavlja Sto su oksidacijski potencijali blizu 1 od velikog je znacaja pokusaj
razdvajanja vr$nih oksidacijskih pikova izmedu mokrac¢ne i1 askorbinske kiseline. No, koriste¢i

modificirane elektrode, oksidacijski se potencijali uspjesno razdvajajul.

Q 0
I\ :
H N
)\ | >:O — = - >:o + 20 + 2e
28
O N NH,
H ﬁ 0O N 2

Uric acid (UA)

Slika 2.2. Prikaz oksidacije mokra¢ne kiseline??,



2.2. CIKLICKA VOLTAMETRIJA

Cikli¢ka voltametrija spada u skupinu elektroanalitickih tehnika mjerenja, u kojima je
signal pobude linearno promjenjiv potencijal, dok je signal odziva struja koja se mjeri kao
funkcija narinutog potencijala. Na slici 2.1 shematski su prikazani naponska pobuda i strujni

odziv ciklicke voltametrije

b)

E

Slika 2.1. Shematski prikaz a) naponske pobude i b) strujnog odziva ciklicke

voltametrije!?.

U sustavu se odvija reakcija :

Re 0+ ze— Q)



Visina vala strujnog odziva ovisi 0: koncentracijama oksidiranog i reduciranog oblika u
otopini, broju izmijenjenih elektrona, povrsini radne elektrode i1 faktorima koji 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 - odvija se kada je 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 - odvija se kada je prijenos naboja jako spor u usporedbi s
procesom difuzije. S obzirom da je izmjena naboja spora struja slijedi Butler-Volmerovu
kinetiku.

3.) Kvazireverzibilni procesi - procesi koji se kod malih brzina promjena potencijala

ponasaju reverzibilno, a porastom brzine pokazuju odstupanje od reverzibilnog ponaSanja.



2.2.1. Reverzibilan proces
Na slici 2.3. prikazan je voltamogram za reverzibilnu elektrodnu reakciju:

R & 0+ze—(2) )

0

Slika 2.3.Ciklicki voltamogram reverzibilnog procesa*

Pri poCetnom potencijalu kroz ¢eliju teCe osnovna struja koja je rezultat punjenja kapaciteta
dvosloja elektrode. Potencijal se linearno mijenja brzinom v (V-s*) u pozitivnom smjeru, kroz ¢eliju
teCe mjerljiva anodna struja i na voltamogramu nastaje uzlazni dio krivulje odziva. Reaktant iz otopine
se tro§i prilikom oksidacije u sloju uz elektrodu, a u nekom trenutku potencijal postize dovoljno
pozitivnu vrijednost te se sve tvari pristigle na povrsinu elektrode iz otopine oksidiraju. Struja tada
doseze svoju maksimalnu vrijednost . Daljnjom promjenom potencijala u pozitivnom smjeru, reaktanti
sve sporije dostizu do povrSine elektrode te se struja odziva smanjuje. Signalom pobude se postize
kona¢na vrijednost potencijala Ekon i potencijal se pocinje mijenjati u suprotnom smjeru.
Oksidacija jo$ uvijek traje jer je potencijal jo§ uvijek pozitivniji od formalnog oksidacijskog
potencijala reaktanta. No, promjenom potencijala u negativnom smjeru dostize se vrijednost
formalnog elektrodnog potencijala redoks sustava elektroaktivne vrste. Tada zapocinje reakcija
redukcije i javlja se struja redukcije tj. katodna struja. Struja odziva ili struja Celije je razlika
anodne i katodne struje procesa koji se odvijaju na radnoj elektrodi. Kako se potencijal sve vise

mijenja u negativnom smjeru, vrijednosti struje oksidacije opadaju, a redukcije rastu i pri



odredenom potencijalu postize maksimalnu vrijednost. Nakon postignute maksimalne

vrijednosti, struja kontinuirano opada jer se otopina iscrpljuje do vrijednosti pozadinske struje.

Izraz za struju vrha vala dali su Randles i Sev¢ik:

Ip = 2.69%x10°23/24D1/2y1/2¢ (3)

Izraz se moze pojednostaviti na:

Ip/vl/2 =konst. ° (4)

Za reverzibilni elektrodni proces cikli¢ki je voltamogram Kkarakteriziran sljede¢im

eksperimentalnim parametrima:

- Epk 1 Epa-neovise o brzini promjene potencijala (v).
- Epk-Epa-je57/zmV, kod 25 °C, ne ovisi 0 v.
- lpxllpa-je 1, neovisiov.

- Ip/va2 - Konstantan, ne ovisi o v.



2.2.2. Ireverzibilan proces
Voltamogram za ireverzibilnu elektrodnu reakciju koja je prikazana na slici 2.4. :

R—>0+ze™ (5)

U povratnom dijelu ne registrira strujni vrh jer se ne odvija nikakav elektrodni proces.
Standardna konstanta brzine prijelaza elektrona elektrodne reakcije (ko) vrlo je malena. Zbog
toga elektrodna reakcija oksidacije mora nastati pri vrijednostima potencijala znatno
pozitivnijim od vrijednosti formalnog redoks potencijala elektroaktivne vrste.

Pri vrijednostima potencijala na kojima zapocinje proces oksidacije, reakcije redukcije nastalog
produkta nema. Moze se konstatirati da u reakciji sudjeluje samo reducirani oblik

elektroaktivne vrste. Potencijal vrha pomice se u pozitivnom smjeru.

[/A

p.a

Slika 2.4. Ciklicki voltamogram za ireverzibilnu reakciju **.

Za ireverzibilni voltamogram vrijede ovi parametri:
- Ep-ovisi ov. Zaproces oksidacije se pomice za (30/aza) mV prema pozitivnijim
vrijednostima kod desetorostrukog povecéanja brzine, a obratno kod redukcije
- Ip - konstantan, ne ovisi o v;

— nema struje odziva kod povrata



2.2.3. Kvazireverzibilan procesi

U kvazireverzibilnoj elektrodnoj reakciji, uz uvjet da su obje vrste redoks-sustava (O i
R) stabilne i topljive u uporabljenom otapalu, struja voltametrijskog odziva ovisi o Kinetici
polaznog i povratnoga procesa elektrodne reakcije *. Voltametrijski odziv ima oblik vala.
Visina i oblik strujnih vrhova ovise o koeficijentu prijelaza (a), o standardnoj konstanti brzine
elektrodne reakcije (ko), brzini promjene potencijala pobude (v) i o difuzijskim koeficijentima

oksidirane i reducirane vrste redoks-sustava elektroaktivne tvari (Do, DRr).

0.005 k=10 cms”

0.004 /L

0.003 - /o

H°|=III.[]1 cm s’

-L

., k’I:lD.EIm cm s’

0.002

0.001 4 T

/A

0.000

-0.001 4

-0.002 4

-0.002 4

-0.004 | ' | ' | ' T ' T ' | ' |
03 02 01 0.0 01 0.2 0.3

Slika 2.5. Ciklicki voltamogram za kvazireverzibilnu reakciju **

Cikli¢ki voltamogrami na slici 2.5. za razne konstante brzine prijenosa elektrona govore
0 brzini odvijanja reakcije. Ako je ko manja, izmjena naboja je sporija pa ¢e pomak strujnih
vrhova i njihov medusobni razmak biti veci. Vrijednosti Ko obi¢no se kre¢u u rasponu od 10 cm

s1do10° cm st

Kada je ko velika, koncentracije vrsta redoks-sustava (O i R) na povrsini elektrode ¢e se
u svakom trenutku pokoravati Nernstovoj jednadzbi, odnosno bit ¢e u ravnotezi. Struja koja se
javlja u takvom sustavu je difuzijska struja, a reakcija koja tece je reverzbilna reakcija i reakcija
pod difuzijskom kontrolom.
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Kada je ko mala, brzina difuzije je velika, a proces je pod kinetiCkom kontrolom
odnosno slijedni Butler- Volmerovu kinetiku. Izgled ciklickog voltamograma tada ovisi o

relativnom odnosnu brzine izmjene naboja i brzine difuzije.

2.2.4. Odredivanje antioksidansa ciklickom voltametrijom

Ciklickom voltametrijom kao elektrokemijskom metodom mogu se odredivati hidrofilni
i lipofilni antioksidansi male molekulske mase pri odredenim eksperimentalnim uvjetima.

Prilikom koriStenja radne elektrode od grafitne paste mogu se detektirati razliCiti
antioksidansi kao $to su askorbinska i mokraéna kiselina, u podrucju potencijala pozitivnom od
potencijala otvorenog kruga do potencijala razvijanja kisika. Granice detekcije su u rasponu
koncentracija od 1-1000 uM, S§to je dovoljan uvjet za odredivanje fizioloSske koncentracije
bioloski relevantnih antioksidansa. Nadalje, ogranicena osjetljivost je 1 pozitivan aspekt ove

metode, jer redoks- aktivni spojevi prisutni u niskim koncentracijama ne¢e ometati mjerenja.

Slana otopina fosfatnog pufera najéeS¢e je otapalo hidrofilnih antioksidansa kod
mjerenja ciklickom voltametrijom. Fosfatni pufer ne sadrzi redoks aktivne vrste i sluzi kao
pozadinski elektrolit, odrzava pH otopine stalnim i bliskim fizioloSkom i omogucuje
razrjedenje uzorka do koncentracije pri kojima se izvode mjerenja. Brzine mjerenja ovise 0
brzini polarizacije, a promjene u koncentraciji jednog ili vise antioksidansa u otopini dovode do

promjene visine i oblika strujnog vala.

2.3. MIKROELEKTRODA

Mikroelektroda je elektroda sa najmanje jednom dimenzijom dovoljno malom da su
njezina svojstva, npr. prijenosa tvari, funkcija velic¢ine. U praksi, kriticna dimenzija je u
rasponu izmedu 0.1 do 50 um. Najmanja elektroda ima povrsinu 10** m? dok se u veéini
elektroanalitickih pokusa upotrebljava elektroda povrsine 5*10° m? 2. Male dimenzije
mikroelektrode dopustaju da se na elektrodi odvija tzv. 'trodimenzionalna ' odnosno sferna
difuzija 3.

Mikroelektrode su imale utjecaj na i na temeljnu i na primijenjenu elektrokemiju. 1980-
ih godina nekolicina ljudi je prepoznala prednosti upotrebe vrlo malih elektroda'®>!®. Razvijena
je tehnologija za proizvodnju takvih mikroelektroda te instrumentacija za mjerenje jako malih
struja. Danas literatura obiluje objaSnjenjima o svojstvima mikroelektroda ili pokazuje nove

nacine njihovih primjena. Najvaznija svojstva mikroelektrode najcesce su:
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1) jeftina je za obnavljanje i jednostavna za primjenu
2) temeljena je na teorijski razja$njenim principima

3) jako poboljsava kvalitetu eksperimentalnih podataka
4) proSiruje mjerni raspon eksperimenata

5) nalazi upotrebu u brojnim znanstvenim poljima.

Postoje primjeri koji pokazuju kako su mikroelektrode upotrjebljene za povecéanje
osjetljivosti anodne ,,stripping* voltametrije u analizama s primjenom u zastiti okolisa, za
istrazivanje brzog prijelaza elektrona i sparenih kemijskih reakcija, za istrazivanje elektrodnih
reakcija u otapalima niske provodnosti i mediju bez dodanog elektrolita, za ispitivanje
mehanizma elektrodnih reakcija pod uvjetima koji priblizno prevladavaju u industrijskim
elektrokemijskim procesima, za lociranje lokalnog potencijala/raspodjele struje u elektrolitskim
éelijama i u medicini kao in vivo senzori’. Tipi¢an primjer za to je odredivanje askorbinske
kiseline i dopamina u elektrokemijskim procesima u mozgu te mjerenja antioksidativnog
statusa koze 118,

Mikroelektrode se koriste i za prouc¢avanje reakcijskih mehanizama i njihove kinetike.
Istrazivanja reakcijskih mehanizama na mikroelektrodi izvode se velikom brzinom promjene
potencijala, koristenjem raznih voltametrijskih metoda, $§to omogucéava da je vrijeme izvedbe
mjerenja vrlo kratko. Kratko vrijeme izvedbe mjerenja pogoduje provodenju procesa u
stacionarnom stanju. Dakle moguce je pratiti brze elektrodne procese prijenosa naboja u
reakcijama s nestabilnim reaktantima, odnosno produktima. Zbog male povrsine elektrode
smanjen je njezin kapacitet (pozadinska struja) i utjecaj otpornosti elektrolita na mjerenje, §to
daje mogucnost velikog izbora otapala i elektrolita, i provodenje mjerenja bez dodanog

elektrolita u otopinama velike otpornosti, kao $to su nerazrijedeni tekuci organski spojevi.
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2.4. ELEKTRODE OD GRAFITNE PASTE

Elektrode od grafitne paste (engl. Carbon paste electrodes ili CPE) pripadaju
obecéavajuéim elektrokemijskim ili biokemijskim senzorima Siroke primjene’®. 2008. godine
navrsilo se tocno pola stoljeca od kada je Ralph Norman Kansas sa SveuciliSta u Kanzasu
objavio kratko izvjeS¢e o CPE celektrodi, koja je originalno dizajnirana kao alternativa
kapajuéoj zivinoj elektrodi'®. Iako koncept dinamicki obnovljive povrsine elektrode nije bio
uspjesan, uspostavilo se da se materijal konzistencije paste moze upotrijebiti u voltametrijskoj
analizi. Nakon pionirskog rada Kuwane, koji je prvi modificirao elektrodu uvodeci
elektrokemijsku aktivnhu povrSinu u materijal, te nakon prve modifikacije elektrode za
elektrosintezu, modifikacija je uskoro primijenjena na elektrode od grafitne paste?®?!. Baldwin
je opisao jednostavnu metodu direktnog umjesavanja ¢vrstog modifikatora u pastu, §to je bio
pocetak intenzivne istrazivacke aktivnosti u ovom polju. Sada elektrode od grafitne paste
predstavljaju jedne od najucestalije koriStenih radnih elektroda. Najve¢i broj elektroda od
grafitnih pasta koriStenih Sirom svijeta pripada pastama koje sadrze tekucéine izolacijskih
svojstava (parafinsko ulje, silikonsko ulje itd.). Osnovni zahtjevi za tekuéinu grafitne paste je
njena netopljivost u otopini u kojoj se provodi mjerenje, niski tlak pare za osiguranje
mehanicke stabilnosti i1 dugotrajnosti, te u sluajevima kod primjena u voltametriji i
amperometriji, elektrokemijska neaktivnost u podrucju potencijala od interesa. Grafitne paste
se mogu jednostavno modificirati kako bi se dobili novi senzori sa pozeljnim, cesto
predefiniranim svojstvima. Popularnost grafitne paste je rezultat optimalnih fizikalno-kemijskih

i elektrokemijskih svojstava ugljikovog supstrata®®.

2.5. TiO2 NANOCESTICE

TiO2 nanocestice su opsezno istrazivane za fotokataliticku upotrebu, ukljucujuci raspad
organskih molekula i proizvodnju vodika kao goriva upotrebom sunceve energije. Titan dioksid
se smatra skoro pa idealnim poluvodi¢em za fotokatalizu zbog visoke stabilnosti, niske cijene
te sigurnosti za ljude i okoli§. TiO2 je jeftin, fotostabilan u otopini i netoksian. Njegove
Supljine su jako oksidirane 1 redoks selektivne. Kada se TiO2 pojavi u formi nanodcestica, te
kvantizirane nanoéestice pokazuju vecu fotoaktivnost od makrokristala?. Cestice pojacavaju

strujne odzive te dostupno podrucje na povrsini elektrode ¢ime se tvari lakSe oksidiraju.

13



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. PRIPREMA RADNE ELEKTRODE

Radna mikroelektroda (slika 3.1), se pripremala tako da se Supljina elektrode (CPE
Carbon paste electrode, @6 mm, Als Co. Ltd.) punila gotovom grafitnom pastom (CPO Carbon
paste oil base, Als co. Ltd.) pri ¢emu se pazilo da se ne stvaraju Supljine i da se ostvari $to bolji
elektri¢ni kontakt. Po zavrsetku se povrSina mikroelektrode (slika 3.2) polirala ¢istim indeks

papirom ¢ime se postigla glatka povrsina i dobio bolji odziv signala prilikom mjerenja.

Slika 3.1. Priprema mikroelektrode od grafitne paste.

14



Slika 3.4. Mikroelektroda od grafitne paste.

Slika 3.3. Mikroskopski prikaz grafitne mikroelektrode.

Za ispitivanje katalitickog efekta, dodano je 10 masenih postotaka TiO2 nanocestica u
odnosu na grafit tako da su se umijesale u elektrodu od grafitne paste. Mikroskopski prikaz

mikroelektrode prikazuje slika 3.3.
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3.2. APARATURA

Mjerenja su provedena na aparaturi prikazanoj na slici 3.5, koja se sastojala od racunala,

potenciostata/galvanostata PalmSens3 i elektrokemijske celije.

Slika 3.5. Aparatura koristena za elektrokemijska mjerenja.

3.3. ELEKTROKEMIJSKA CELIJA

Mjerenja su provedena u elektrokemijskoj ¢eliji (slika 3.6) koja je klasi¢ni troelektrodni
sustav. Troelektrodni sustav sastoji se od radne elektrode, protuelektrode i referente elektrode.
Radna elektroda je bila elektroda safinjena od grafitne paste, protuelektroda je bila platinska
elektroda i referentna elektroda je bila zasi¢ena kalomel elektroda ¢iji je potencijal Ezxe =
+0,242 V prema standardnoj vodikovoj elektrodi. Iz tog su razloga sva mjerenja prikazana u

odnosu na potencijal zasi¢ene kalomel elektrode na sobnoj temperaturi.
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Slika 3.6 Elektrokemijska celija

3.4. POSTUPAK MJERENJA
Cikli¢ki voltamogrami snimljeni su pri potencijalima od -100 mV do 800 mV prema
zasiéenoj kalomel elektrodi, pri brzinama promjene potencijala od 100 mV s, 200 mV s, 500

mV s, 1000 mV s?, 5000 mV st 10000 mV st i 15000 mV s? . Struja odziva bila je u
podrucju od nA do pA.

17



3.5. PRIPREMA OTOPINA

Antioksidans je snimljen ciklickom voltametrijom u simuliranoj fizioloskoj otopini

fosfatnog pufera pH = 7,4. Sastav pufera prikazan je u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Sastav fosfatnog pufera za pripremu 1000 ml otopine.

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.

U ovom radu je ispitana je vodena otopina mokraéne kiseline u puferu kao
antioksidativni standard u koncentraciji 200 yuM te pri razrjedenjima 100 pM, 50 umol, 25 uM
12,5 uM.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U eksperimentima sa mokraénom kiselinom kao antioksidativnim standardom, ispitivan
je utjecaj prisutnosti nanoCestica na mikroelektrodi i utjecaj koncentracije otopine

antioksidativnog standarda na proces oksidacije.

4.1 CIKLICKI VOLTAMOGRAMI MOKRACNE KISELINE SNIMLJENI
NA MIKROELEKTRODI BEZ DODATAKA TiO2
NANOCESTICA

Na slikama 4.1 — 4.5 prikazani su ciklicki voltamogrami mokra¢ne Kiseline na
mikroelektrodi bez nanocestica u ovisnosti o koncentraciji pri razli¢itim brzinama polarizacije.
U tablicama 4.1 — 4.5 prikazani su napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog

vala za voltamograme sa slika 4.1 — 4.5.

Ciklicki voltamogrami mokraéne kiseline na mikroelektrodi bez nanocestica pokazuju
razli¢ite oblike odziva elektrode ovisno o koncentraciji. 1z tablica 4.1 — 4.5 moze se vidjeti da
se pri srednjim se koncentracijama od 50 puM i 100 uM opaza prvi oksidacijski vrh na niskim
potencijalima, od 319 do 608 mV. Ista ovisnost oblika cikli¢kih voltamograma o koncentraciji,
zadrZava se neovisno o brzini promjene potencijala. Vrijednosti napona pri kojima se postize
maksimum drugog anodnog strujnog vrha, koji se javlja izmedu oko 730 i 950 mV, nanize su
za srednje koncentracije. Vrijednosti struje vrha anodnog vala smanjuju se s koncentracijom pri
svim brzinama polarizacije. Naboj ispod krivulja opéenito postize maksimalnu vrijednost pri

koncentraciji od 100 pM.

Opcenito, potencijali 1 struje vrhova anodnih valova rastu s poveCanjem brzine
polarizacije. Pri najvecoj brzini polarizacije od 10000 mV/s, anodni valovi prestaju biti izrazeni
i pri visokim potencijalima polarizacije, postize se grani¢na difuzijska struja. Naboj ispod

krivulje pada s povecanjem brzine polarizacije.
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Slika 4.1. Ciklicki voltamogrami otopine mokracne kiseline u ovisnosti o koncentraciji

snimljeni na mikroelektrodi bez dodatka TiO2 nanocestica, pri brzini polarizacije od

100 mV/s.

Tablica 4.1. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne
kiseline razlicitih koncentracija snimljeni brzinom od 100 mV/s.

Koncentracija/pmol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha I/mV - 319,27 299,3 - -
Napon vrha Il/mV 728,5 - - 698,6 818,3
Strujavrha I/nA - 57,53 39,2 - -
Strujavrha ll/nA 187,02 - - 13,73 13,6
Naboj/nC 0,988 1,19 0,652 0,079 0,069
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Slika 4.2. Ciklicki voltamogrami otopine mokracne kiseline u ovisnosti o koncentraciji

snimljeni na mikroelektrodi bez dodatka TiO2 nanocestica, pri brzini polarizacije od

500 mV/s.

Tablica 4.2. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne
kiseline razlicitih koncentracija snimljeni brzinom od 500 mV/s.

Koncentracija/pmol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha I/mV - 339,2 319,3 - -
Napon vrha Il/mV 738,5 670,1 661,2 768,5 868,3
Strujavrha I/nA - 166,8 1122 - -
Strujavrha Il/nA 376,5 284,1 163,3 27,42 27,97
Naboj/nC 0,444 0,439 0,284 0,0277 0,0268
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Slika 4.3. Ciklicki voltamogrami otopine mokracne kiseline u ovisnosti o koncentraciji

snimljeni na mikroelektrodi bez dodatka TiO2 nanocestica, pri brzini polarizacije od

1000 mV/s.

Tablica 4.3. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracéne

kiseline razlicitih koncentracija snimljeni brzinom od 1000 mV/s.

Koncentracija/pmol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha I/mV - 359,2 349,2 - -
Napon vrha I1/mV 738,5 732,8 688,6 798,4 929,9
Struja vrha I/nA - 273,8 1819 - -
Strujavrha ll/nA 546,2 408,1 229,3 35,7 36,2
Naboj/nC 0,306 0,312 0,202 0,0174 0,0163
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Slika 4.4. Ciklicki voltamogrami otopine mokracne kiseline u ovisnosti o koncentraciji

snimljeni na mikroelektrodi bez dodatka TiO2 nanocestica, pri brzini polarizacije

od 5000 mV/s.

Tablica 4.4. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne

kiseline razlicitih koncentracija snimljeni brzinom od 5000 mV/s.

Koncentracija/pmol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha I/mV 439,1 439 - -
Napon vrha Il/mV 768,5 738,5 678,6 907,5 929,1
Struja vrha I/nA - 775,8 577,4 - -
Struja vrha Il/nA 1317 1015,5 611,0 66,56 65,87
Naboj/nC 0,156 0,166 0,143 0,00608 0,00586
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Slika 4.5. Ciklicki voltamogrami otopine mokracne kiseline u ovisnosti o koncentraciji

snimljeni na mikroelektrodi bez dodatka TiO2 nanocestica, pri brzini polarizacije
od 10000 mV/s.

Tablica 4.5. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne

kiseline razlicitih koncentracija snimljeni brzinom od 10000 mV/s.

Koncentracija/pmol 200 100 50 25 12,5
Napon vrha I/mV 605,2 520,1 - -
Napon vrha II/mV 798,4 - - 910,7 950,7
Strujavrha I/nA - 1653 1056 - -
Strujavrha ll/nA 2155 - - 77,28 83,32
Naboj/nC 0,118 0,130 0,102 0,00435 0,00385
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4.2. CIKLICKI VOLTAMOGRAMI MOKRACNE KISELINE SNIMLJENI
NA MIKROELEKTRODI SA DODATKOM 10 % TiO2
NANOCESTICA

Slika 4.6 prikazuje ciklicke voltamograme otopina mokraéne Kkiseline razliitih
koncentracija snimljene brzinom polarizacije od 1000 mV/s. Vidi se da otopina od 200 umola
najbolje pokazuje najizrazitiji elektrokataliticki efekt TiO2 nanocCestica, zbog pojave
oksidacijskog vrha pri niskim potencijalima od oko 300 mV i pojave kvazireverzibilnosti. Za tu
je koncentraciju na slikama 4.6 - 4.11 i u tablicama 4.6 — 4.11, napravljena usporedba s

voltamogramima na elektrodi bez nanocestica.
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Slika 4.6. Ciklicki voltamogrami otopine mokracne kiseline pri brzini polarizacije 1000 mV/s
snimljeni na mikroelektrodi uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti u

ovisnosti 0 koncentraciji.
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Slika 4.7. Ciklicki voltamogrami 200pUM otopine mokracne kiseline, dobiveni brzinom
polarizacije od 100 mV/s bez dodatka i uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj
pasti.

Tablica 4.6. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne

kiseline razlicitih koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije od 100

mV/s na elektrodi sa i bez dodatka 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti.

Dodatak nanocestica NE DA
Napon vrha I/mV - 189,5
Napon vrha 11/ mV 778,5 718,6
Strujavrha I/nA - 2,839
Struja vrha ll/nA 194,8 170,7
Naboj/nC 0,988 1,12
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Slika 4.8. Ciklicki voltamogrami 200UM otopine mokracne kiseline, dobiveni brzinom

polarizacije od 500 mV/s bez dodatka i uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj

pasti.

Tablica 4.7. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne

kiseline razlicitih koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije od 500

mV/s na elektrodi sa i bez dodatka 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti.

Dodatak nanocestica NE DA
Napon vrha I/mV - 278,8
Napon vrha Il/ mV 818,4 708,6
Strujavrha I/nA - 55,05
Strujavrha Il/nA 4149 355,0
Naboj/nC 0,444 0,455
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Slika 4.9. Ciklicki voltamogrami 200UM otopine mokracne kiseline, dobiveni brzinom

polarizacije od 1000 mV/s bez dodatka i uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj

pasti.

Tablica 4.8. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne

kiseline razlicitih koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije od 1000

mV/s na elektrodi sa i bez dodatka 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti.

Dodatak nanocestica NE DA

Napon vrha I/mV 309,3
Napon vrha I'/ mV - 518,9
Napon vrha Il/ mV 858,3 678,6
Struja vrha I/nA 120,9
Struja vrha I''nA - 295,5
Struja vrha Il1/nA 599,8 472,3
Naboj/nC 0,328 0,303
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Slika 4.10. Ciklicki voltamogrami 200UM otopine mokracne kiseline, dobiveni brzinom
polarizacije od 5000 mV/s bez dodatka i uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj

pasti.

Tablica 4.9. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina mokracne

kiseline razlicitih koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije od 5000

mV/s na elektrodi sa i bez dodatka 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj pasti.

Dodatak nanocestica NE DA
Napon vrha I/mV - 319,3
Napon vrha I'/ mV - 379,2
Napon vrha Il/mV 928,2 728,5

Strujavrha I/nA 334,4

Struja vrha I''nA - 300,9

Struja vrha ll/nA 1493 1087,5
Naboj/nC 0,156 0,146
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Slika 4.11. Ciklicki voltamogrami 200UM otopine mokracne kiseline, dobiveni brzinom

polarizacije od 10000 mV/s bez dodatka i uz dodatak 10 % TiO2 nanocestica

grafitnoj pasti.

Tablica 4.10. Napon i struja vrha anodnog vala te naboji ispod anodnog vala otopina

mokracne kiseline razlicitih koncentracije 200 umol, mjereni brzinom polarizacije

od 10000 mV/s na elektrodi sa i bez dodatka 10 % TiO2 nanocestica grafitnoj

pasti.

Dodatak nanocestica NE DA

Napon vrha I/mV - 329,9
Napon vrha I'/ mV - 439,6
Napon vrha Il/mV 818,4 853,7
Strujavrha I/nA - 552,6
Struja vrha I'/nA 437,4
Struja vrha ll/nA 2169 1597
Naboj/nC 0,118 0,0936
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Kod koncentracije mokraéne kiseline od 200 uM, prvi strujni val uocava se samo na
elektrodi s nanoCesticama. Pri brzinama polarizacije >1000 mV/s pojavljuje se dodatni vrh,
oznacen kao I'. Drugi oksidacijski vrh moze se usporediti s onim u dobivenim na elektrodi bez
nanocestica. 1z podataka u tablicama 4.6 — 4.10 moze se vidjeti da su, opéenito, vrijednosti
napona i struje drugog oksidacijskog vrha na mikroelektrodi sa dodatkom TiO nanocestica
nize u odnosu na mikroelektrodu bez dodatka nanocestica. Naboj ispod krivulje poprima slicnu

vrijednost u oba sustava.

Na mikroelektrodi sa dodatkom TiO2 nanocestica vrijednosti napona i struje u vrhu
strujnog vala opcenito pokazuju trend povecanja povecanjem brzine polarizacije dok naboj

ispod krivulje pada s povecanjem brzine polarizacije.

Ciklicki voltamogrami pokazuju pojavu kvazireverzibilnosti §to je vidljivo na slikama
4.6 — 4.11 u pojavi katodnih vrhova ¢ije vrijednosti nisu posebno odredivane. Na srednjim
brzinama polarizacije od 1000 mV/s i 5000 mV/s oksidacijski vrhovi se najvise razdvajaju i
povecavaju na mikroelektrodi sa dodatkom nanocestica u odnosu na vrhove na istim brzinama
na mikroelektrodi bez nanocestica. TO se moZe povezati razdvajanjem slobodnih radikala

prilikom reakcije oksidacije prikazane naslici 2.2,
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5. ZAKLJUCAK
Ponasanje cikli¢kih voltamograma s promjenom koncentraciji sliéno je neovisno o

brzini polarizacije. NajlakSe se oksidiraju 50 uM, 100uM otopine antioksidativnog standarda
bez dodatka nanocestica i 200uM otopina antioksidativnog standarda sa dodatkom nanocestica,
Sto se zakljucuju ne temelju pojave anodnog vala pri niskim potencijalima.

Signal strujnog odziva ciklicke voltametrije pod utjecajem je kombinacije
mikrodimenzionirane vodi¢ke i nanodimenzionirane poluvodicke elektrodne povrsine, te ovisi
0 koncentraciji analita i o brzini promjene potencijala.

Mikroelektroda s ¢esticama TiO2, zbog pojave elektrokatalitickog djelovanja, otvara
mogucnost za odredivanje antioksidansa prisutnog u ve¢im koncentracijama u uzorku, ¢ime je i
manja vjerojatnost detekcije pozadinskih smetnji redoks aktivnih tvari prisutnih u malim
koli¢inama. Daljnje ispitivanje mikroelektroda s Cesticama TiO2 treba usmjeriti na njezino

ispitivanje u ulozi senzora za odredivanje antioksidativnih tvari u raznim medijima in situ.
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7. POPIS SIMBOLA

A — povrsina elektrode, cm?

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

Do — difuzijski koeficijent oksidirane vrste, cm? s

D r— difuzijski koeficijent reducirane vrste, cm? s

E — potencijal elektrode prema standardnoj zasi¢enoj kalomel elektrodi, mV
E°- formalni elektrodni potencijal, V

AE — prenapon, mV

Ep.a — potencijal vrha anodnog vala, mV

Epx— potencijal vrha katodnog vala, mV

Ip — struja vrha vala, A

z— broj izmjenjenih elektrona

n. — broj elektrona najsporijeg stupnja razmjene

Q — naboj, uC

v — brzina promjene potencijala, V s

o — koeficijent prijelaza
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8. Zivotopis
I 71312 sam osnovnu Skolu u Donjoj

Stubici 2009. godine. Paralelno sam zavrSila Prirodoslovno- matematicku gimnaziju
A.G.Mato$ u Zaboku i Srednju glazbenu skolu ,,Zlatko Balokovi¢® u Zagrebu 2013. godine,
kada upisujem Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, smjer primijenjena kemija. Na
institutu ,,Ruder Boskovi¢“ odradila sam stru¢nu praksu na Zavodu za organsku kemiju i

biokemiju od 15.7 — 15.8. 2015. godine.
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