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SAZETAK

Kao doprinos u proucavanju oksidacije galne kiseline na ugljikovim materijalima
izradeno je pet elektroda: elektroda od staklastog ugljika, elektroda modificirana
jednozidnim ugljikovim nanocjev€icama, te tri elektrode od ugljikovih mikrovlakana
razli¢ite povrsine. Ovisnost vr$ne struje o pH ispitana je ciklickom voltametrijom u
elektrokemijski senzor izdvojila se elektroda s jednozidnim ugljikovim nanocjev¢icama,
odnosno modificirana elektroda od staklastog ugljika (SWCNT/GCE). Svojevrsni senzor
pripremljen je za izravno odredivanje ukupnog sadrzaja fenola kao ekvivalenta galne
kiseline. Radna elektroda karakterizirana je voltametrijom s pravokutnim signalom
pobude. Rezultati otkrivaju da SWCNT/GCE senzor moZe znacajno poboljsati
oksidacijski signal kao 1 pomaknuti vrSne potencijale prema manje pozitivnim
vrijednostima. Koriste¢i optimizirane uvjete, senzor je dao izuzetan linearni odziv u
cijelom rasponu koncentracije; Al=0,280xc, (osjetljivost 0,280 pAmol*dm?®), od 2x107
do 1x10* mol dm, s granicom detekcije od 1x107 mol dm. Konstruirani senzor
pokazuje dobru stabilnost i ponovljivost. Za validaciju predloZzene metode priredeni su
vodeni ekstrakti mikrovalnom ekstrakcijom lavande, smilja, kadulje, muSkatnog orascica,
cimeta 1 klin¢i¢a. Svim uzorcima su spektrofotometrijski odredeni ukupni fenoli Folin—
Ciocalteu metodom i antioksidacijski kapacitet FRAP metodom. SWCNT/GCE je
takoder primijenjena za odredivanje galne kiseline kao ekvivalenta ukupnih fenola i
procjenu antioksidacijskog kapaciteta. Sa SWCNT elektrodom pri pH3 nadena je najveca
koncentracija GK u uzorku kling¢i¢a, 60,25 pmol dm?3, a Folin-Ciocelteu metodom
odredeni su ukupni fenoli ¢ija je najveca vrijednost izmjerene apsorbancije u klincicu 1
iznosi 1328,74 mg GAE dm=. Dobiveni rezultati FC/SWV su pokazali izuzetno dobro
slaganje predloZene i standardne procjene ukupnih fenola, te ukazuju na moguénost
koriStenja ovakve metodologije za procjenu ukupnih fenola u realnim uzorcima kao
standardne metode. FRAP metodom najveci antiooksidacijski kapacitet posjeduje klin¢ic,
26687,70 uM. Omjer FRAP/SWV govori kako predlozena metoda nije pogodna za

procjenu antioksidacijskog kapaciteta.

Kljuéne rijeci: elektrokemijski senzor; galna Kiselina; jednozidne ugljikove

nanocjevcice; mikrovalna ekstrakcija, za€ini 1 autohtono dalmatinsko bilje.



ABSTRACT

As a contribution to the study of gallic acid oxidation on carbon materials, five electrodes
were fabricated: a glassy carbon electrode, an electrode modified with single-walled
carbon nanotubes, and three electrodes made of carbon microfibers of different surface
areas. The dependence of the peak current on pH was examined by cyclic voltammetry
in phosphate buffer with and without gallic acid present. The electrode with single-walled
carbon nanotubes, or modified glassy carbon electrode (SWCNT/GCE), was selected as
the simplest and most sensitive electrochemical sensor. A unique sensor was prepared for
the direct determination of the total phenol content as gallic acid equivalent. The working
electrode was characterized by voltammetry with a rectangular excitation signal. The
results reveal that the SWCNT/GCE sensor can significantly improve the oxidation signal
as well as shift the peak potentials towards less positive values. Using optimized
conditions, the sensor gave an exceptional linear response over the entire concentration
range; Al=0.280xc, (sensitivity 0.280 pnAmol-1dm3), from 2x107 to 1x10* mol dm?,
with a detection limit of 1x107 mol dm. The constructed sensor shows good stability
and repeatability. To validate the proposed method, aqueous extracts of lavender,
immortelle, sage, nutmeg, cinnamon and cloves were prepared by microwave extraction.
Total phenols were determined spectrophotometrically by the Folin—Ciocalteu method
and antioxidant capacity by the FRAP method for all samples. SWCNT/GCE was also
applied to determine gallic acid as an equivalent of total phenols and to estimate
antioxidant capacity. With the SWCNT electrode at pH3, the highest concentration of GK
was found in the clove sample, 60.25 pmol dm™, and the Folin-Ciocelteu method was
used to determine total phenols, the highest value of the measured absorbance in cloves
being 1328.74 mg GAE dm. The obtained FC/SWV results showed an extremely good
agreement between the proposed and standard estimates of total phenols, and indicate the
possibility of using such a methodology for estimating total phenols in real samples as a
standard method. By the FRAP method, cloves have the highest antioxidant capacity,
26687.70 uM. The FRAP/SWYV ratio indicates that the proposed method is not suitable

for estimating antioxidant capacity.

Keywords: electrochemical sensor; gallic acid; single-walled carbon nanotubes;

microwave extraction, spices and autochthonous Dalmatian herbs.
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UuvoD

Fenolni spojevi, poznati po svojim redoks-aktivnim svojstvima, mogu se
analizirati elektrokemijski zbog svoje sposobnosti podvrgavanja oksidacijsko-
redukcijskim reakcijama. Tehnike poput ciklicke voltametrije ili voltametrije s
pravokutnim signalom pobude su tu posebno ucinkovite. Elektrokemija pruza uvid u
redoks svojstva, kao $to su oksidacijski potencijal, kapacitet doniranja elektrona, odnosno
procjenjuje  antioksidacijski kapacitet. Prednosti elektrokemije obuhvacaju visoku
osjetljivost, brzu analizu i prikupljanje podataka u stvarnom vremenu. Elektrokemijski
dobivene vrSne struje koreliraju s koncentracijama fenolnih spojeva. Nizi oksidacijski
potencijali Cesto ukazuju na jaCe antioksidativno djelovanje. S druge strane
spektrofotometrija je jedna od najpristupacnijih i najrairenijih metoda za odredivanje
antioksidativne aktivnosti i ukupnih fenola. Spektrofotometrijski se  mjeri opseg
aktivnosti uklanjanja radikala ili redukcijska snaga. Uobicajeno koristeni testovi
uklju¢uju Folin-Ciocalteuova metodu, FRAP, DPPH i ABTS testove. Spektrofotometrija
tako pruza jednostavnu 1 u¢inkovitu metodu za komparativnu analizu. Kombinacija ovih
metoda nudi jaku platformu za analizu mehanizma i antioksidativni kapacitet bilo koje

kemijske vrste.

Stoga je cilj ovo rada bio naci elektrokemijsku metodologiju koja ¢e moci
procijeniti ukupne fenole i1 antioksidacijski kapacitet te je usporediti s klasi¢nim
spektrofotometrijskim  metodama.  Usporedbom  rezultata i  povezivanjem
spektrofotometrijske antioksidativne mjere s elektrokemijskim parametrima poput vrsne
struje 1 oksidacijskog potencijala mogu se uspjesno odrediti mehanizmi prijenosa
elektrona, kinetika reakcije 1 pratiti sadrzaj fenola u pi¢ima, vocu i povréu kao prirodnim
bioaktivnim tvarima u razvoju lijekova, otkrivati fenolni zagadivaci i procijeniti njihov
utjecaj na okoli$. Za validaciju razvijene metodologije priredeno je 6 uzoraka. Testirana
su tri zacina 1 tri autohtone dalmatinske biljke. Ekstrakcija realnih uzoraka potpomognuta

je mikrovalovima, koji su znatno povecali udio bioaktivnih spojeva u vodenom ekstraktu.

Odabir prikladne metode ovisi o specificnim potrebama i ciljevima analize.
Upravo doprinos evaluacije i usporedbe metoda vodi boljem razumijevanju primjene

elektrokemijskih metoda u razli¢itim istrazivackim 1 industrijskim sektorima.



1. OPCI DIO
1.1 ELEKTROKEMIJSKE METODE

Elektrokemijske metode su metode koje se koriste za ispitivanje reakcija u kojima
se prenose elektroni. Elektrokemijska metoda odnosi se na oksidacijsko-redukcijske
reakcije u krugu koji se sastoji od elektrolita, katode i anode pod vanjskim naponom, kako
bi se potrebni elementi istalozili na katodi ili odredene vrste oksidirale ili reducirale na
elektrodi. 1z tog razloga elektrokemijske metode imaju vrlo Siroku primjenu u
proucavanju mehanizama oksidacije i redukcije kako anorganskih tako i organskih vrsta.
Osobito veliki interes privlace jo§s od polovice 20. stolje¢a u svrhu kvantitativne i

kvalitativne analize svih vrsta uzoraka.[1]

1.2 CIKLICKA VOLTAMETRIJA

Cikli¢ka voltametrija (CV) je najéeSce koriStena metoda od svih elektrokemijskih
metoda. Cikli¢ki voltamogram pruza uvid u razumijevanje reakcije elektrokemijski
aktivnih vrsta koja se odvija na povrsini elektrode. Ova metoda osigurava podatke o
kinetickim te termodinamic¢kim informacijama koje ovise o analitu i uvjetima u kojima
se reakcija odvija, poput vrste i koncentracije elektrolita, vrste elektrodnog materijala,
temperature, pH vrijednosti i drugih parametara. Pocetni potencijal je potencijal pri
kojem ne tece vanjska struja i oznaka mu je Ej, a potencijal se skenira pri postavljenoj
konstantnoj brzini u po¢etnom vremenu, a zatim slijedi reverzibilni smjer kretanja pri
potencijalu okreta, Ex. U CV potencijal se definira funkcijom vremena. Prijenos

potencijala na elektrodu prikazan je na slici 1.[2]
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Slika 1. Shema prijenosa elektrona. [2]

Oksidans se reducira (dobiva elektrone), dok se reducens oksidira (gubi
elektrone). Kada se potencijal krece u negativnom smjeru, energija elektrona raste na

radnoj elektrodi $to pogoduje redukcijskim reakcijama, a kada se potencijal kre¢e u



pozitivnom smjeru tada se energija elektrona u elektrodi snizava i to pogoduje
oksidacijskim reakcijama. Za provedbu voltametrijskih mjerenja potreban je potenciostat,
elektrode (radna elektroda, protuelektroda (kontra elektroda) i referentna elektroda),

elektrokemijska celija, radna otopina i ra¢unalo.[2]

1.21 VOLTAMETRIJSKI ODZIV | REVERZIBILNOST REAKCIJE
Reverzibilna i kvazireverzibilna reakcija redukcije moze se prikazati na sljedeci

nacin:
O+zesR (1)

uz uvjet da su obje vrste redoks-sustava (O i R) stabilne i topljive u odabranom elektrolitu.
Struja voltametrijskog odziva ovisi o0 Kinetici polaznog i povratnog procesa elektrodne

reakcije.
Za ireverzibilni elektrodni proces redukcije:
O+ze->R (2)
standardna konstanta brzine promjene koncentracija elektrodne reakcije vrlo je malena.

Voltametrijski odziv ima oblik vala iz ¢ijeg oblika i vrijednosti strujnih maksimuma

mozemo izvesti zakljucke o reverzibilnosti reakcije (Slika 2)

I A Reverzibilna I 4 Kvazi-reverzibilna I A Ireverzibilna

’Ox
5 §
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Slika 2. Cikli¢ki voltamogrami reverzibilne, kvazireverzibilne i ireverzibilne

reakcije.[3]

Tijekom voltametrijskih mjerenja elektri¢na neutralnost odrzava se migracijom
iona u otopini. Kako se elektroni prenose s elektrode na analit, ioni se krecu u otopini
kako bi kompenzirali naboj i zatvorili elektri¢ni krug. Pomo¢ni elektrolit, najcesce sol,
otopljena je u otapalu kako bi se smanjio otpor otopine. Najces¢e otapalo u
elektrokemijskim reakcijama je voda. Mjesavina otapala i pomo¢nog elektrolita obi¢no

se naziva “osnovni elektrolit”.[1]



Dobro otapalo ima sljedece karakteristike:

Tekuce je na eksperimentalnim temperaturama
Potpuno otapa analit i visoke koncentracije pomoc¢nog elektrolita
Stabilan je prema oksidaciji i redukciji u pontecijalnom rasponu eksperimenta

Ne dovodi do Stetnih reakcija s analitom ili pomo¢nim elektrolitom

o > Wb

Moze se procistiti [1]

1.2.2. Troelektrodni sustav

Troelektrodni sustav prikazan na slici 3 se koristi u vecini elektrokemijskih mjerenja.

KONTRA
ELEKTRODA

. v POGON
' : RADNE
= S &  ELEKTRODE

-~ 7l ,’
‘}* y

REFERENTNA ”lf’r

LEKTRODA fuley

Slika 3. Referentna, radna i kontra. [4]

Zlato ili razli¢ite vrste ugljikovih materijala najcesce se koriste za izradu radnih
elektroda (WE). Sli¢ni materijali mogu se koristiti za proizvodnju protuelektroda (CE).
Kako bi se dobili pouzdani i ponovljivi elektrokemijski odgovori, sve elektrode moraju
imati dobre karakteristike materijala zeljenog kemijskog sastava i mikrostrukture, dobro
izradene kontakte, bez nedostataka u tehni¢koj izvedbi i jednostavne za upotrebu i
regeneraciju. Primjer je Zarenje na nedovoljno visokoj temperature moze rezultirati
nepotpunim uklanjanjem organskih dodataka koji bi mogli prekriti aktivni materijal, ¢ime
se smanjuje aktivna povrSina i povec¢ava otpor prijenosu elektrona. To moze rezultirati
sporijom kinetikom i kvazi-reverzibilnoscu i ireveribilno$¢u redoks procesa. Kako bi se
postigla poboljsana elektrokemijska svojstva, poboljsana elektroanaliticka aktivnost i
selektivnost prema ciljnim analitima, te omogucio brzi prijenos elektrona i povecala

aktivna povrsina radna elektroda moze se dodatno modificirati brojnim materijalima.



Predobrada elektroda jo$ je jedna metoda koja se moze primijeniti za poboljSanje
elektrokemijskih karakteristika. Moze se posti¢i mehani¢ki putem, bruSenjem i
poliranjem, ispiranjem i namakanja, ili elektrokemijskom, toplinskom i plazma obradom
te laserskom aktivacijom. Odabir metoda prethodne obrade obi¢no ovisi o wvrsti i
materijalu radne elektrode. Poliranje elektrode (Slika 4) provodi se na mekim podlogama
odnosno posebnim platnenim podlogama za poliranje u vodenoj otopini aluminijeva
oksida (Al203) uz naknadno ispiranje elektrode destiliranom vodom ili etanolom kako bi
se uklonile ¢estice poliranja. Zbog jednostavne prakti¢ne primjene, visoke ucinkovitosti
1 sprjeCavanja osStecenja povrsine elektroda, elektrokemijska predobrada je najpozeljnija

i najcesce primjenjivana metoda.[1,5]
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Slika 4. Pravilno poliranje elektrode. [1]

Referentna elektroda

Referentna elektroda (RE) ima stabilan ravnotezni potencijal koji je dobro
definiran. Predstavlja referentnu to¢ku prema kojoj se moze myjeriti potencijal drugih
elektroda u elektrokemijskoj ¢eliji. Tijekom mjerenja omogucava kontrolu potencijala
radne elektrode. Najces¢e koriStene referentne elektrode su zasi¢ena kalomelova
elektroda (SCE), standardna vodikova elektroda (SHE) i Ag/AgCl elektroda. Jedan
jednostavan nacin za sastaviti referentnu elektrodu na bazi srebra je uvodenje srebrne Zice
u malu staklenu cijev koja je na vrhu zatvorena poroznim staklom - fritom i napunjena

elektrolitnom otopinom KNO3 visoke koncentracije (Slika 5).[1]
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Slika 5. Sastavljanje referentne elektrode na bazi srebra. [1]

Protuelektroda

Kada se na radnu elektrodu primjeni potencijal dolazi do redukcije ili oksidacije
analita i struja pocinje te¢i. Svrha protuelektrode (CE) je zatvoriti elektri¢ni krug. Struja
se biljezi kao protok elektrona izmedu radne i protuelektrode. Kako bi se osiguralo da
kinetika reakcije koja se odvija na protuelektrodi ne inhibira reakciju na radnoj elektrodi,
povrsina elektrode je deset i1 viSe puta veca od povrSine radne elektrode. Kao
protuelektroda obi¢no se koristi platinasta Zica ili disk, iako su dostupne i protuelektrode
na bazi ugljika. Kada se proucava redukcija na radnoj elektrodi, oksidacija se dogada na
protuelektrodi. Kao takva, protuelektroda trebala bi biti $to intertnija. Osim prijenosa
naboja, protuelektroda je kljuéna za u¢inkovitost ¢elije. Platina ili ugljik, koji su izuzetno
vodljivi 1 kataliticki aktivni, koriste se kako bi se osigurao u¢inkovit prijenos naboja i
smanjio otpor elektri¢nog kruga. Materijal protuelektroda mora biti pazljivo dizajniran za

optimalne performanse.[1,6]
Radna elektroda

Potenciostat se koristi za kontrolu primijenjenog potencijala radne elektrode kao
funkcije potencijala referentne elektrode. Najvazniji aspekt radne elektrode je da se
sastoji od redoks-internog materijala u potencijalnom rasponu od interesa. Vrsta radne
elektrode moze se mijenjati od eksperimenta do eksperimenta kako bi se osigurali razliCiti
potencijalni “prozori* ili kako bi se povecala adsorpcija vrste od interesa. Obzirom da se
elektrokemijski dogadaj od interesa dogada na povrSini elektrode, neophodno je da
povrsina elektrode bude izuzetno dobro priredena, a njezina povrSina dobro definirana.
Postupak za poliranje elektroda razlikuje se ovisno o vrsti elektrode i moze se razlikovati
od laboratorija do laboratorija. Kada se koriste elektrode kao §to su stakleni ugljik ili
platina, Ciste povrSine elektroda mogu se pripremiti mehanickim poliranjem. Da bi se
uklonile Cestice, elektroda se zatim sonificira u Cistoj vodi. Elektrokemijski se elektroda

aktivira predobradom ciklickom voltametrijom u kiselini ili luzini visoke koncentracije
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skeniranjem u Sirokom podrucju potencijala, kako bi se uklonile sve adsorbirane vrste

zaostale nakon postupka poliranja.[1]
1.2.3. MATERIJALI U IZRADI ELEKTRODA
Staklasti ugljik

Jedan od najc¢es¢ih materijala danasnjice za izradu radne elektrode je staklasti
ugljik (Glassy carbon, GC). Staklasti ugljik zbunio je znanstvenike za materijale svojom
strukturnom zamr$eno$c¢u. Danas, nakon rada tisuca istrazivaca u posljednjih 50 godina,
moze se s pouzdanjem rec¢i da s mikrostrukturnog stajaliSta, GC predstavlja jedan od
ugljika, C¢ija sposobnost formiranja razli¢itih alotropa zahvaljuju¢i razli¢itim
hibridizacijama kovalentne C — C veze (sp, sp?, sp°) ve¢ ukazuje na neobi¢nu strukturnu
svestranost za monoatomski materijal. U GC-u raznolikost translacijskih simetrija,
njihovo medusobno pri¢vr§éivanje i druge interakcije, postojanje nedostataka strukture i
ucinci granice zrna i mikroporoznosti doprinose slozenostima koje proizlaze iz postojecih
kemijskih veza. lako je GC strukturno amorfan, pojam "GC" nije sinonim za "amorfni
ugljik", kao $to je onaj koji tvori aktivni ugljen, ali takoder, posjeduje odredeni stupanj
Cade i ugljikovih mikrocestica. Klju¢na razlika lezi u prisutnosti planarnih, 2D strukturnih
elemenata i ¢injenici da su gotovo svi atomi ugljika u njemu sp? hibridizirani, u usporedbi
sa §iroko i nasumi¢no rasporedenim hibridizacijama prisutnim u ‘amorfnom' ugljiku. Za
razliku od ve¢ine amorfnih materijala koji kristaliziraju nakon Zarenja GC nastaje na

izuzetno visokim temperaturama (<3000 K).[7]

Staklasti ugljik nasiroko se koristi u elektrokemiji zbog svojih svojstava
otpornosti na visoke temperature, tvrdoée, male gustoce i niskog elektri¢nog otpora. Zbog
kemijske inertnosti, takoder se Cesto koristi kao supstrat za katalizatore u prahu kako bi
se procijenila njihova katalitiCka u¢inkovitost u elektrokemijskim reakcijama. Medutim,
pri visokim anodnim potencijalima moze do¢i do oksidacije ugljika, $to dovodi do
pogorsanja elektrode i potencijalno utjeGe na procjenu elektrokemijske ucinkovitosti
katalizatora. Elektrokemijska oksidacija ugljika s druge strane moze biti korisna za
elektrokemijske senzore, jer se na taj na¢in aktivira elektrodu, sto dovodi do brze kinetike
prijenosa elektrona. Dobro pripremljena povr§ina GC sadrzava male pore, a time i malu

propusnost za plin i tekuc¢inu.



Razli¢ito ponasanje ugljikove elektrode pri razgradnji ovisno je o pH elektrolita i
moze se objasniti glavnim reakcijama oksidacije ugljika u kiselom i luznatom vodenom
elektrolitu. U kiselom mediju (Slika 6) prisutnost protona katalizira elektrofilno
dodavanje vode u konjugiranom m-sustavu. Naknadni koraci oksidacije i kondenzacije

temelje se na poznatom mehanizmu oksidacije u organskoj kemiji.[8]
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Slika 6. PredloZeni mehanizam elektrofilne reakcije u kiselom mediju (tockasti okvir) i
nekoliko moguéih koraka oksidacije u karboksilne skupine, anhidrate, aldehide ili
alkohole koji dovode do deformacije prstena ili otvaranja strukture. [7]

Postupak oksidacije u alkalnom mediju (Slika 7) mogao bi se objasniti radikalnim
procesom. Reakcija OH™ iona na anodnim potencijalima dovodi do stvaranja hidroksilnih

radikala. Radikali preferirano reagiraju s lancima alkilnih mjesta.

Dobro definirane povrsine elektroda mogu se pripremiti mehani¢kom obradom,
koja uklju€uje abraziju brusnim papirom i poliranje glinicom. Ostale metode, kao Sto je
laserska obrada, zracenje staklastog ugljika ultrazvukom ili aktivacija staklastog ugljika

pomocu uglji¢nog luka, primijenjene su za stvaranje ponovljive i aktivne povrsine.[9]
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Slika 7. Lokalna selektivna radikalna supstitucija na alkilnim bo¢nim lancima u
alkalnom mediju (to¢kasti okvir) i moguca oksidacija [7]

Ugljikove nanocjevcice

Neuronska sucelja temeljena na nizovima mikroelektroda (ME) proSirila su nase
razumijevanje mozga i pokazali su se obe¢avaju¢im za lije¢enje neuroloskih poremecaja
uzrokovanih bolestima i ozljedama. Alternativa postoje¢im mikroelektrodama na bazi
metala ili silicija su elektrode od mikrovlakana, koje su uglavnom izradene od materijala
na bazi ugljika kao $to su uglji¢na vlakna (CF), ugljikove nanocjevéice (CNT) i grafen.
Ova mikrovlakna na bazi ugljika, malih mikronskih dimenzija, mek$§im povrSinama,
poboljsanom fleksibilnos¢u i1 podesivim elektrokemijskim svojstvima, mogu rijesiti
mnoge izazove povezane sa zahtjevima za specifiénim dizajnom elektroda. Ugljikove
nanocjevéice su od svog pojavljivanja u podruéju bioinzenjerstva privukle veliku
pozornost zbog svoje biokompatibilnosti te izvanrednih mehanickih, elektriénih i
kemijskih svojstava. Zbog svojih velikih aktivnih povr$ina i visoke vodljivosti, CNT su
primijenjene kao premazi za pobolj$anje performaansi elektroda za neuronsku stimulaciju
i snimanje. Ugljikove nanocjevfice mogu se prevesti u mikrovlakna ili prede
kontinuiranim tkanjem. Promjeri sintetiziranih vlakana obi¢no su u rasponu izmedu 5 i

50 um, ovisno o parametrima predenja.[10]

Otkako su 1991. otkrivene ugljikove nanocijev¢ice (CNT), ova klasa
nanomaterijala opsezno je istraZena za razliite primjene. Realizirane su razlicite vrste
konfiguracija koje sadrze jednoslojne, (SWCNT) dvoslojne (DWCNT) ili viseslojne

(MWCNT) ugljikove nanocjevéice. Mreza ugljikovih nanocjeCica s jednom stjenkom
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(SWCNT) obecavajuéi je elektrodni materijal za biodetekciju. Nazalost, povezanost
izmedu njihovih fizickih i kemijskih svojstava i promatrane elektrokemijske izvedbe nije
poznata. To sprjeCava bilo kakvu sustavnu optimizaciju svojstava mreze prema
specificnim analitima. Izvedba CNT-a uvelike ovisi 0 parametrima sinteze kao i moguc¢im
koracima procis¢avanja/modifikacije koji se Cesto koriste za uklanjanje zaostalih Cestica
metalnog katalizatora i amorfnih uglji¢nih necisto¢a. Bez dubljeg strukturnog znanja o
njima, otkrivanje bilo kakve povezanosti strukture i svojstava za te materijale postaje
izuzetno tesko. Kako na elektrokemijsku izvedbu ugljicnih elektroda utje¢u brojni
¢imbenici ukljucujué¢i mikrostrukturu, ¢istoéu povrSine i kemiju povrSine, moze se
ocekivati da CNT proizvedeni u razliitim uvjetima mogu pokazati Sirok spektar

elektrokemijskih svojstava.[11]

Slika 8. prikazuje sliku strukture SWCNT-a, skeniranu elektronskim
mikroskopom kao bezgrani¢ne cijevi zbog van der Waalsovih sila. Kao jedan od
ugljikovih materijala, ugljikove nanocjev¢ice s jednom stjenkom posjeduju visoku
vodljivost, veliku specificnu povrSinu, brojne kanale za prijenos naboja i obilje aktivnih

mjesta.[12,13]

Slika 8. Slika SWCNT-a.[14]

Elektrode od mikrovlakana

Ugljikova mikrovlakna (Carbon nanofibers, CNF) su hidrofobne prirode. To su
mikrovlakna promjera ve¢eg od 100 nm. Povrsinska kemija CNF-a moze se prilagoditi
uz pomo¢ razli¢itih funkcionalnih skupina, koje se koriste u razli¢itim poljima kao Sto su
elektrokemijsko skladiStenje energije, senzori 1 procis¢avanje vode. Glavne metode za
sintezu CNF ukljucuju kemijsko talozenje iz pare, proizvodnju uz pomo¢ Sablona i

rasprsivanje uz pomoc¢ zara.[15]
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Uglji¢na vlakna (CF) smatraju se prikladnim materijalom za senzorsku elektrodu
zbog svoje izvrsne elektri¢ne i toplinske vodljivosti, niske gustoce, visoke elasti¢nosti i
visoke otpornosti na koroziju. CF mikroelektroda (CFME) ima nizak omski pad napona,
visoku osjetljivost, uc¢inkovit prijenos mase i Zeljeni omjer signala i Suma $to, uz vlastite
odgovarajuce karakteristike, ¢ini CFME prikladnom alternativom za elektrokemijsku

analizu. Slika 9. sazima proces izrade mikroelektrode od uglji¢nih vlakana.[16]

Materijali

Srebrna tinta

Sklop mikroelektrode od
ugljiénih viakana

P

Slika 9. Proces razvoja mikroelektrode od uglji¢nih vlakana [15]

Ciklicka voltametrija s brzim skeniranjem (FSCV) s mikroelektrodama od
uglji¢nih vlakana nudi jedinstvenu moguénost otkrivanja ciljnih neurotransmitera brzom
oksidacijom 1 redukcijom elektroaktivnih vrsta na povrsini elektrode. Mala veli¢ina 1
biokompatibilnost CFME u kombinaciji s izvrsnom prostorno-vremenskom rezolucijom

omogucuje mjerenje pH u mozgu in vivo kroz relativno dugo vremensko razdoblje.[17]

1.3 VOLTAMETRIJA S PRAVOKUTNIM SIGNALOM POBUDE
Voltametrija s pravokutnim signalom pobude (Sqaure Wave Voltammetry, SWV)

je voltametrijska metoda s primjenom simetri¢nih impulsa pri progresivno rastu¢im
potencijalima na elektrokemijski sustav. Napon se mijenja u koracima i struja se mjeri na
kraju svakog potencijalnog koraka. Reakcija elektrode te¢e istovremeno u anodnom i
katodnom smjeru putem izmjeni¢nih promjena impulsa (naprijed-natrag) koji se javljaju
na svakom potencijalnom koraku. Rezultat mjerenja su dvije krivulje odziva, odnosno
struje koje se naknadno oduzimaju jedna od druge kako bi se izracunala neto-struja. Neto-
struja je signal koji se vizualizira u voltamogramu. Time se mjeri prijenos naboja izmedu

analita i radne elektrode.[18]
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SWV nudi atraktivnu alternativu CV-u kroz koju se doprinos nefaradajske struje
u voltamogramu moze svesti na minimum. Umjesto linearnog pomaka potencijala s
definiranom brzinom skeniranja, potencijal se primjenjuje kao valni oblik odredene
amplitude impulsa (Eamp) 1 Sirine (tp) na stepenasti nacin: u prvom ciklusu nakon
pozitivnog Eamp impulsa slijedi suprotno usmjeren negativni Eamp impuls jednake
amplitude, nakon cega slijedi sljede¢i ciklus koji pocinje s povecanim potencijalom u

skladu s Estep vrijednoscu (Slika 10).[19]

A
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Slika 10. SWV komponente struje oznacene su: ruzicasto - Struja punjenja,

plavo - struja na kraju impulsa polazne promjene potencijala (lforward) i
narancasto - na kraju impulsa povratne promjene potencijala (lreversed).[18]

SWV objedinjuje prednosti cikliCke voltametrije i diferencijalne pulsne
voltametrije (DPV), omogucujuéi visoko razdvajanje struje punjenja i pozadinske struje
i bolju definiciju signala. Stovise, rastuéi pravokutni val koristen u SWV-u ponavlja
oksidaciju i redukciju elektroaktivnih vrsta, ¢ime se povecava osjetljivost 1 omogucuje
uvid u kineticke informacije kroz analizu polazne i povratne struje. Uglavnom se koristi
za analizu odgovora unutar odredenog raspona SW frekvencija, kao analogija uc¢inku
brzine skeniranja. Ako se kvazireverzibilni maksimum promatra sam u frekvencijski
normaliziranoj vr$noj struji, moguce je dobiti informacije o reverzibilnosti i brzini
prijenosa elektrona. Primjenjivost SWV-a za razumijevanje elektrodnih mehanizama
odnedavno je kriticki ocijenjena kao vrlo ucinkovita, te se intenzivno istrazuje radi

brojnih informacija koje daje o mehanizmu prijenosa elektrona odredene reakcije.[20,21]
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14 GALNA KISELINA

Galna kiselina je kristalna krutina, bijele do blago zute boje. Molekularna tezina
je 170,11954 g/mol, a sumarna molekularna formula C;7HsOs. Taliste je 210 °C s
razgradnjom izmedu 235 1240 °C, pri ¢emu nastaju ugljikov dioksid i ugljikov monoksid.
Gustoca je 1,69 kg/dm® pri 20 °C, pKa je 4,40, a koeficijent otapanja u vodi, logP 0,70
pri 20 °C. Topiv je u vodi, alkoholu, eteru i glicerolu i prakti¢ki netopiv u benzenu,

Kloroformu i eteru. Kemijska struktura galne kiseline prikazana je na slici 11.

O~_OH

HO OH
OH

Slika 11. Struktura galne Kiseline

lako njezina biogeneza nije do kraja definirana, poznato je da je galna Kiselina
jedan od meduprodukata Sikiminske kiseline, koja postoji u biljkama i u odredenim
mikroorganizmima. Dobivanje galne kiseline pocinje s aminokiselinama, posebno I-
fenilalaninom i proizvodi vaznu klasu spojeva, kao §to su kumarini, alkaloidi, lignani i
polifenoli. Smatra se jednom od glavnih fenolnih kiselina, takozvanim standardom za
ostale fenole. Galna kiselina je benzojeva kiselina i od velike je vaznosti za formiranje
takozvane skupine tanina, koji se mogu hidrolizirati galatotaninom, a formirana je od
jedinice Secera i promjenjivog broja molekula fenolne kiseline. Nac¢ini dobivanja galne

Kiseline prikazani su na slici 12.
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Slika 12. Tri na¢ina dobivanja galne kiseline.[22]

Galna kiselina se odvaja pomocu otapala iz raznih biljnih izvora. Znanstvenici su
koristili kombinaciju ionskih teku¢ina i anorganskih soli kako bi razumjeli utjecaj
strukture ionske tekucine i pH vodenog medija na raspodjelu galne kiseline. Pri niskom
pH, neionizirana galna kiselina migrira u tekucu fazu bogatu ionima, dok njezina
konjugirana baza prelazi u fazu soli. Tankoslojnom kromatografijom galna kiselina se

moze identificirati i izolirati iz etanolnih ekstrakata.[23]

Zbog svojih znacajnih prednosti, kao Sto su visoka osjetljivost i selektivnost, brzo
vrijeme odziva i jednostavnost primjene, fluorescentna tehnika je perspektivan nacin za

detekciju galne kiseline.[24]

1.5  ZACINII AUTOHTONO DALMATINSKO BILJE

Lavanda

U rod Lavandula svrstava se 48 razli¢itih vrsta zimzelenih grmova podrijetlom iz
suhih i stjenovitih stani§ta Sredozemlja, te od sjeverne Afrike do jugozapande Azije.
Lavanda (Slika 13.) je vazdazelena otporna visegodis$nja biljka kojoj je prirodno staniste
Sredozemlje, rasprostranjena je i u drugim dijelovima Europe. Uobi¢ajena visina joj je
0,5-1 m. Donji listovi su vise dlakaviji od onih na vrhu koji su svijetlosivi, aromati¢ni i

uski. Cvjetovi lavande su pravoljubicasti ili svijetloljubicasti koji ¢ine dugacke klasove.
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Vrsta lavande koja je niza i ima sivo-zelene i krace listove koji imaju nalik na dva leptira
ili dva ze€ja uha je francuska ili $panjolska lavanda. ldealno mjesto za rast je dobro
odvodnjeno tlo i sunano mjesto. NajceSc¢e raste na kamenjarima te je samim time i
otporna na visoke temperature i kamenito tlo. Primjena lavande ima Sirok spektar od
formiranja niskih zivica do aromatiziranja octa, pastete i keksa, te se koristi u kozmetici
1 medicini. Pripravei od lavande sluze za opustanje i umirivanje, dok se njena eteri¢na
ulja koriste kod uboda, posjeklina i opeklina, protiv glavobolje i koznih bolesti u
kremama. Od davnina njezina primjena osusenih listova koristi se za pakiranje u platnene

vreéice protiv moljaca.[25,26]

Slika 13. Lavanda [27]

Kadulja

Kadulja (Slika 14) ima aromati¢ni, razgranati polugrm koji ¢ine aromaticni,
hrapavi i krupni listovi. Najvise se primjenjuje u kulinarstvu dok plavi i ljubicasti cvjetovi
sudjeluju u stvaranju cvjetnjaka. Postoje razli¢ite sorte kadulje poput tzv. Zlatne kadulje
koja ima zlatno-zuto i zeleno proSarane listove, sorta Tricolor ima bijele, ljubicaste,
zelene i ruzicaste Sare naposljetku sorta Purpurascens ima tamno ljubicaste listove. Za
njezin rast pozeljno je suho i toplo staniSte, suncani poloZaj te ocjedito tlo. Ima jako
korijenje kojim se veze za tlo kamenjara, dok se u kontinentalnim krajevima sadi na
zaklonjenim mjestima. Najjaca aroma kadulje javlja se prilikom rezanja dijelova biljke
za suenje, prije otvaranja cvjetova. Ima denzificirajuce i protuupalno djelovanje te veliku

primjenu u medicini.[24]
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Slika 14. Kadulja [28]

Klin¢ié

Klin¢i¢ (Slika 15) je dobro poznat kao osuSeni cvjetni pupoljak Syzygium
aromaticum L. Prisutan je u raznim primjenama, od aromatiziranja jela do lijeCenja
zdravstvenih problema. Klin¢i¢ je bogat izvor fenolnih spojeva, posebice flavonoida i
fenolnih kiselina. Fenolni spojevi prisutni u ovoj ljekovitoj biljci uglavnom su odgovorni
za antibakterijsko, fungicidno, antivirusno, antitumorsko i anesteticko djelovanje. Klin¢i¢
se zbog antioksidativnih svojstava svojih fenolnih spojeva intenzivno koristi kao prirodni
konzervans za hranu. Ulje klin¢ica je eteri¢no ulje i dobiva se iz osusenih cvjetnih pupova
Eugenia Caryophyllata. Dokazano je da ima analgetska, antioksidativna, protuupalna,
antikancerogena, antiinfektivna (protugljivi¢na, antiparazitska, antivirusna) svojstva i
svojstva zacjeljivanja rana. Glavni aktivni spoj je eugenol koji je odgovoran za te u¢inke.
Utvrdeno je da biljna tekucina za ispiranje usta na bazi klin¢i¢a smanjuje oralni mukozitis
izazvan zraCenjem kod pacijenata s rakom glave i vrata. Eugenol ima antioksidativna,
karminativna, antispazmati€na, antisepticka i antibakterijska svojstva. Takoder pokazuje

antimutagene ucinke. [29,30,31]

Slika 15. Klin¢i¢ [32]
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Muskatni orasci¢

Sjemenke muskatnog oras¢ica (Slika 16) sadrze miristinsku kiselinu, trimiristin,
gliceride masnih kiselina i eteri¢no ulje, za koje se smatra da je odgovorno za trovanje
muskatnim orasc¢i¢em, a koje sadrzi miristicin, elemicin, eugenol i safrol. Koncentracija
etericnog ulja u sjemenkama muskatnog oras¢i¢a je oko 5-15%, a njegove glavne
komponente su terpenski ugljikovodici, sabinen, pinen, kamfen, p-cimen, felandren,
terpinen, limonen, a zajedno s mircenom ¢ine 60%-80% sastava ulja, dok oksigenirani
terpeni, linalol, geraniol i terpineol, ¢ine priblizno 5%—15% i aromatski eteri, miristicin,
elemicin, safrol, eugenol i eugenol derivati, zajedno ¢ine 15-20%. Sjeme muskatnog
orasCi¢a i njegovo etericno ulje odavno se koriste u medicini kao rekreacijsko opojno
sredstvo, s obzirom na navodno halucinogena svojstva sjemena. Eteri¢no ulje muskatnog

ora$€ica koristi se u kozmetickoj industriji.[33]

Slika 16. Ilustrirano sjeme muskatnog oras¢ica [33]
Cimet

Rod Lauraceae obuhvaca i poznatu neuobicajenu tropsku biljku stablasicu, cimet.
Koristi se u prirodnoj istoénjackoj medicini i kao aroma za hranu ve¢ stotinama godina.
Cinnamomum verum, ¢esto zvan cejlonski cimet ili C. zeylanicum, vrsta je cimeta koja se
Cesto uzgaja. Cimet kao zacin se dobiva iz unutarnje kore stabla (Slika 17), ali sadrzi i
mnogo aktivnih kemikalija u svom korijenju i lis¢u. Glavne aktivne komponente dostupne
u cimetu su cinamaldehid, cinamil alkohol, cinamil acetat, cimetna Kiselina, eugenol,
kamfor, tanin, metilhidroksi halkon polimer. Eteri¢no ulje cimeta sadrZi bioaktivne
komponente cinamat, cimetni alkohol, cimetnu Kiselinu i cimetov aldehid. Na slici 17

navedene su zdravstvene vrijednosti cimeta.[34]
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Snizava LDL
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trigliceride

Poboljsava
osjetljivost na
mnzulin

Smanjuje rizik od
pojave dijabetesa

Smanjuje rizik od
bolesti srca

Slika 17. Klinic¢ki utvrdene zdravstvene prednosti [30]

Najkvalitetnija vrsta cimeta je cejlonski cimet zbog svojih intenzivnih aroma.
Vrijeme berbe ja izmedu svibnja 1 listopada. Kora cimeta ¢iji su komadi dugi oko 30 cm
i vrlo tanki (0,3 - 1 mm) skupljaju se u svrhu o¢uvanja aromati¢nih materijala i eteri¢nih
ulja (0,5 — 1 % cimetni aldehid) i na taj nacin se suse.[35]

s

-—

Slika 18. Cimet [36]

Smilje

Helichrysum italicum, obi¢no poznat kao smilje (Slika 19), biljka je koja raste
diljem Mediterana, ali posebno u jadranskoj regiji, gdje je lokalno stanovni$tvo koristi za
niz bolesti zbog njezinih protuupalnih, antioksidativnih i antibakterijskih svojstava. Ova
biljka je autohtona biljka na mediteranskom podrucju. Visoke su do 60 cm visine dok su
stabljike sitne 1 nose listove koji su dlakavi, a cvat obuhvaca viSe manjih cvjetova.
Cvjetovi su zlatnoZute boje, a postoje 1 one biljke s bijelim ili narancastim cvjetovima.
Ovi cvjetovi zadrzavaju boju i nakon susenja. U periodu od kraja svibnja do srpnja odvija
se cvatnja. Sve je vedi interes za koriStenje ove biljne vrste, poglavito etericnog ulja u
kozmeti¢koj i parfemskoj industriji. Cesta upotreba eteriénog ulja smilja u formulaciji
proizvoda za njegu koZe rezultat je njegove sposobnosti da odgodi proces starenja koze.
Fitokemijska istrazivanja etericnog ulja smilja otkrila su prisutnost seskviterpena poput

y-kurkumena i B-selinena, kao i monoterpena, s a-pinenom i neril acetatom kao glavnim
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Slika 19. Smilje [39]

1.6 ANTIOKSIDANSI
Antioksidansi su molekule koje mogu donirati jedan elektron ili vodikov atom

nekom reaktivnom spoju, odnosno slobodnom radikalu. Njihova uloga je neutraliziranje
djelovanja slobodnih radikala i time $tite ljudski organizam od raznih bolesti. Sama biljka
se svojim antioksidansima $titi od nametnika, bolesti, oksidacijskog stresa i okoli§nog

utjecaja, a u hrani $tite lipide od kvarenja.[40]

Antioksidativno djelovanje odnosi se na sposobnost bioaktivnog spoja da ocuva
stani¢énu  strukturu i funkciju neutralizacijom slobodnih radikala, inhibicijom
peroksidacije lipida i sprjecavanjem drugih oblika oksidativnog oste¢enja. Na sadrzaj
polifenola, razinu askorbinske kiseline i1 antioksidativni kapacitet u vocu prvenstveno
utjeCu vrijeme berbe i genetika, kao i klimatski ¢imbenici. Medu ¢imbenicima Koji utje¢u
na antioksidativni kapacitet, fenolne spojeve i vitamin C u narancastom vocu su uvjeti
okoliSa kao Sto su zracenje, temperatura (varijacije dan-no¢), vlaznost tla i agronomsko
upravljanje. Antioksidativni kapacitet naranci prvenstveno ovisi o sadrzaju vitamina C u
vocu.[41]

Fenolni spojevi (Slika 20) c¢ine veliku skupinu kemijskih spojeva, odnosno
bioloskih molekula s razli¢itim funkcijama bitnim za rast, razvoj i obranu biljaka. Takve
vrste sadrze hidroksilnu skupinu (-OH) vezanu na aromatsku skupinu, s prstenastom

strukturom poput benzena.
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OH

Slika 20. Opc¢a strukturna formula fenola

Takoder su prisutni u strukturama hormona, vitamina, aminokiselina i sloZenih
antioksidansa. Farmakoloske studije fenolnih spojeva ukazuju na veliku biolosku vaznost
i svojstava fenolnih spojeva, kao $to su protuupalna, antibakterijska, antikonvulzivna,
antitumorska i antioksidativna svojstva. Opcenito, fenolni spojevi prirodni su spojevi koji
se uglavnom nalaze u vocu, povrcu, Zitaricama i mogu pomo¢i biljkama da se nose sa
uzroCnicima stresa. Zbog svoje kemijske strukture, fenoli, kao $to su flavonoid, kvercetin,
stilben i resveratrol proizvedeni iz grozda, poznati su po svojim antimikrobnim i
antioksidativnim svojstvima, korisnim u zastiti bitnih tkiva od abiotickih stresova i
patogenih infekcija. Shematski (Slika 21) je prikazana podjela fenola. Ove karakteristike
ih Cine svestranim molekulama s obecavaju¢om terapeutskom primjenom kod ljudi.
Salicilna kiselina takoder je fenolni spoj koji djeluje kao kljucna signalna molekula u

imunitetu biljaka, pruzajuci otpornost protiv Sirokog spektra patogena.[42,43]

STIBLEMI

BENZOJEVE
FENOLMNE

KISELINE
CIMETNE KISELINE
LIGNANI

FLAVONOLI

FLAVOMNI

IZOFLAVONI
KATEHINI
FLAVANOLI

KONDEMZIRANI

PROCIIANIDINI
FLAVANONI

ANTOCLIANIDI

Slika 21. Podjela fenola
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1.7 EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je brza i u¢inkovita metoda koncentriranja i razdvajanja tvari. Ukoliko
se ekstrakcija provodi iz homogenih smjesa ekstrahira se na temelju razlicite topljivosti
u razli¢itim otapalima koja se medusobno ne mijeSaju. Dobivenu otopinu potrebno je

kristalizirati da bi se dobila Cista tvar.
Postoje razli¢ite metode koje se koriste za ekstrakciju:

1. Ekstrakcija otapalima: dekokti, maceracija, ekstrakcija s uljima

2. Destilacija: direktna destilacija etericnih ulja, destilacija vodenom parom ili
destilacija vodom i parom, Soxhlet destilacija, suha destilacija, destilacija s CO>

3. Hladno presanje

4. Nekonvencionalne tehnike: turbo—ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim
fluidima, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija s elektricnom

energijom

Kad se vrsi ekstrakcija ¢vrstih tvari potrebno je povecati brzinu gibanja faza u
sredini, povecati povrsinu uzajamnog djelovanja usitnjavanjem medu fazama, produljiti
vrijeme trajanja ekstrakcije za povecanje koliCine tvari. Pri sobnoj 1 povisenoj
temperaturi ekstrahiraju se organske tvari iz ¢vrste faze postupcima poput perkoliranja ili
maceriranja. Pri poviSenoj temperature ekstrakcija se moze provoditi zagrijavanjem s
otapalom u aparaturi s povratnim vodenim hladilom. Vise je nacina odvijanja ekstrakcije:
kontinuirana, diskontinuirana, jednostupanjska, visestupanjska, protustrujna i ekstrakcija

unakrsnim stupanjem s jednim otapalom.[44]

1.7.1  MIKROVALNA EKSTRAKCIJA
Postoje dvije vrste komercijalno dostupnih sustava mikrovalne ekstrakcije:

ekstrakcija u zatvorenim posudama uz kontrolu tlaka i temperature, te: ekstrakcija u
otvorenim posudama u mikrovalnim pe¢nicama pri atmosferskom tlaku. Tlak u posudi je
funkcija volumena i vrelista otapala. Mikrovalna ekstrakcija se moze koristiti za
izdvajanje temperaturno osjetljivih spojeva kao §to su eterina ulja. Veli¢ina Cestica i
raspodjela veli¢ina obi¢no imaju znacajan utjecaj na uc¢inkovitost mikrovalne ekstrakcije.
Utvrdeno je da je mikrovalna ekstrakcija neu¢inkovita ukoliko se provodi iz potpuno
suhih ili svjezih neosusenih materijala uz heksan kao ekstracijsko otapalo. Izbor otapala

ovisi 0 dielektri¢noj konstanti otapala koja je mjera upijanja mikrovalova, te o topljivost
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realnog uzorka i interakciji izmedu otapala i realnog uzorka. Pozeljne osobine su da
otapalo ima visoku dielektri¢énu konstantu i da nije ,,prozirno* na utjecaj mikrovalova,
odnosno da dobro upija energiju mikrovalova. Otapala poput etanola, metanola i vode
dovoljno su polarna da bi se mogli zagrijati mikrovalnom energijom. Temperatura je jo$
jedan vazan faktor za mikrovalnu ekstrakciju. PoviSenje temperature rezultira boljim
ekstrakcijskim u¢inkom. S druge strane, visoke temperature mogu uzrokovati razgradnju
bioaktivnih termolabilnih tvari. Stoga se temperatura i snaga optimiziraju, kako bi se
izbjeglo prekoraCenje temperature. Na slici 22. prikazan je uredaj za mikrovalnu

ekstrakciju.[43]

hladionik

Cooler —

esencijalnoulje

Essential oil
vodena faza
Aqueous phase
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Cohobation system
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Slika 22. Shema uredaja za mikrovalnu ekstrakciju

1.8 SPEKTROFOTOMETRIJA
Spektrofotometrija je metoda kojom se mijeri koliko kemijska tvar apsorbira

svjetlosti, odnosno zragenja, mjerenjem intenziteta svjetlosti dok snop svjetlosti prolazi
kroz uzorak. Osnovno nacelo je da svaki spoj apsorbira ili propusta svjetlost u odredenom
rasponu valnih duljina. Spektrofotometrija je grana elektromagnetske spektroskopije koja
se bavi kvantitativnim mjerenjem svojstava refleksije ili prijenosa materijala kao funkcije
valne duljine. Tako se spektrofotometrija najéesce primjenjuje na ultraljubicasto, vidljivo
i infracrveno zraCenje, moderni spektrofotometri mogu ispitivati Siroke dijelove
elektromagnetskog spektra, ukljucuju¢i rendgenske, ultraljubicaste, vidljive, infracrvene
i/ili mikrovalne valne duljine. Spektrofotometrija je alat koji ovisi o kvantitativnoj analizi
molekula ovisno o tome koliko svjetlosti apsorbiraju obojeni spojevi. Siroko je koristena
tehnika koja ima prednost, jer postoji mnogo kemijskih tvari (uglavnom aromatskih kao

i mnogih farmaceutskih proizvoda) koje apsorbiraju svjetlost u UV-Vis podrucju, pa su
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stoga njihovi UV-Vis spektri karakteristi¢ni za svaku tvar. Medutim, ne apsorbiraju svi
spojevi UV-Vis zracenje, a s druge strane neki se spektri mogu i preklapati.
Kombiniranjem UV-Vis i masene spektrofotometrije dolazi se do potpune informacije o

vrlo sli¢énim tvarima.[45]

FOLIN-CIOCALTEU METODA

Folin-Ciocalteu (FC) metoda je najc¢esce koriStena analiza za mjerenje ukupnog
sadrzaja fenola u hrani/biljnim proizvodima. Posljednjih godina raste interes za primjenu

ove metode na ljudskim uzorcima zbog njene jednostavnosti i ué¢inkovitosti.[46]

Kontinuirana uporaba FC metode kao referentne metode za kolorimetrijsku
kvantifikaciju ukupnih fenola, gotovo stoljee nakon njezina razvoja, posljedica je
njezine jednostavnosti upotrebe, brzine i niske cijene. FC metoda (Slika 23) temelji se na
redukciji heteropolifosfovolframata/fosfomolibdata u alkalnom mediju i naknadnoj
oksidaciji fenolata u kinone. Ipak, losa strana metode je nedostatak specifi¢nosti i
unakrsna reaktivnost s drugim redukcijskim tvarima u sirovim uzorcima algi, ponajvise
proteinima, askorbinskom kiselinom, aminokiselinama, reduciraju¢im Secerima i drugim
monosaharidima. Uz ove, druge moguce smetnje koje su normalno prisutne u veéini
hrane, biljaka 1 biomase morskih algi, uklju¢uju aromatske amine, nukleotide, sumporov
dioksid, tiole, nezasiéene masne kiseline, Fe?*, vitamine, aldehide, ketone i organske
Kiseline. Tijekom godina predlozeni su razli¢iti pristupi poboljSanju specifi¢nosti FC
metode, uglavnom kroz fizicko uklanjanje smetnje. Takvi protokoli proc¢is¢avanja ili
¢iS¢enja oduzimaju puno vremena, povecavaju ukupne troskove i mogu dovesti do

degradacije ili gubitka fenolnih spojeva.[47]

HO OH
Ekstrakt realnog uzorka koji sadrzi fenolne
OH Folin — Ciocalteu reagens
M smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske
HO OH T
Modri kompleski FC reagensa i fenola
o

Slika 23. Redukcija Folin — Ciocalteu reagensa [48]
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FRAP METODA

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) jedna je od metoda procjene
antioksidacijskog kapaciteta, koja se temelji na redukciji Fe** iona u Fe?* ion. Metoda je
poznata ve¢ vise od 20 godina i moze se susresti u literaturi Sa razli¢itim neznatnim
modifikacijama. Standardno vrijeme reakcije je 10 minuta, ali to vrijeme nije dovoljno za
reakciju kod nekih antioksidansa. Antioksidativni kapacitet (AC) je ukupno svojstvo
mnogih tvari koje se nalaze zajedno u odredenoj hrani. Antioksidansi obi¢no ukljucuju
fenolne/polifenolne tvari, ali i neke od vitamina. Tvari mogu medusobno djelovati
aditivno, antagonisticki ili sinergisticki. Tvari koje se nazivaju antioksidativni sinergisti
su tvari s minimalnim ili nikakvim antioksidativnim kapacitetom, ali mogu povecati
antioksidativni kapacitet nekih antioksidansa. Sinergijski u¢inak nastaje kada je dobivena
vrijednost veca od zbroja svakog od djelujuc¢ih elemenata pojedinac¢no. Antagonisticki
ucinak je kada je uc¢inak dviju kombiniranih komponenti manji od zbroja u€inaka svake

komponente pojedina¢no.[49]

Shematski prikaz FRAP metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

prikazan je na slici 24.
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Slika 24. Shematski prikaz FRAP metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta.[50]
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2. EKSPERIMENTALNI DIO
2.1 KEMIKALIJE | PRIPRAVA OTOPINA

Sve navedene kemikalije i ¢istoéa i1 porijeklo navedeni su u tablici 1.

Tablica 1. Koristene kemikalije

Kemikalija Molekulska Dobavljag
formula
T.T.T. d.o.0.
Dusi¢na kiselina (65%) HNO3 T.d.0.0., Sveta
Nedjelja
Fosforna kiselina HsPO. T.T.T. _d.o.o., Sveta
Nedjelja
T.T.T. d.o.0.
Klorovodi¢na kiselina (36%) HCl T.d.0.0., Sveta
Nedjelja
iseli RAM-MOL d.o.0.
Octena kiselina (99,8 %) CHsCOOH G OL d.o.0,
Zagreb
Natrijev hidroksid NaOH GRAM-MOL d.o.0.,
Zagreb
RAM-MOL d.o.o.
Etanol (96%) CoHsOH G OL d.o.0,
Zagreb
iseli SIGMA-ALDRICH
Galna kiselina C7HeOs CHEMIE GmbH
Natrijev hidrogenfosfat NazHPO4 GRAM-MOL d.0.0,
Zagreb
Natrijev karbonat Na;CO3 GRAM-MOL d.o.0.,
Zagreb
Folin-Ciocalteu reagens SIGMA-ALDRICH
) CHEMIE GmbH
L SIGMA-ALDRICH
TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin) CHEMIE GmbH
Jednozidne ugljikove SIGMA-ALDRICH
nanocijevcice (SWCNT) CHEMIE GmbH

Otopina dusi¢ne kiseline (c = 0,5 mol dm=, V = 1 dm?®) — otpipetirati 34,62 cm® HNOs
(W =65%) za 1 dm?® otopine. Otopina se koristi za ciklizaciju prilikom ¢is¢enja elektrode
1 za ispiranje Celije.

Otopina galne kiseline (¢ = 0,01 mol dm, V = 10 cm?®) - odvagati 0,17 g galne kiseline

i destiliranom vodom nadopuniti do oznake.
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Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata - 100 g bezvodnog natrijevog karbonata
(Na2CO3) kuhanjem otopiti u 500 cm?® vode. Ohladiti na sobnoj temperaturi uz dodatak

nekoliko kristala natrijeva karbonata i filtrirati nakon 24 sata.

Acetatni pufer (¢ = 0,3 mol dm?3, V = 1 dm?, pH3,6) - odvagati 3,1 g natrijevog acetata,
CH3COONa x 3 H,0 i otpipetirati 16 cm® koncentrirane octene kiseline, CH;COOH za

1 dm?® otopine.

Klorovodi¢na kiselina (¢ =0,040 mol dm, V = 1 dm®) — odmijeriti 400 cm® 0,1 mol dm-
$HCI za 1 dm® otopine.

Otopina TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin) — odvagati 159,4 mg TPTZ-a i otopiti u 50
cm? 0,040 mol dm klorovodi¢ne kiseline.

Otopina Zeljezova(IIT) klorida (¢ = 0,020 mol dm= V = 0,10 dm®) - odvagati 551,6
mg Zeljezo(111) klorida (FeCls x 6 H,0) za 0,1 dm?® otopine.

Mati¢na otopina standarda Fe?* - mati¢na otopina standarda pripravljena je otapanjem

zeljezova(Il) sulfata (FeSO4 x 7H20). Od nje su dalje pripravljene otopine razli¢itih

koncentracija Fe?* iona, od 0,1-1 mol dm?,

Radni FRAP reagens - FRAP reagens pripravlja se svaki put neposredno prije mjerenja

od: 25 cm® acetatnog pufera, 2,5 cm?® otopine TPTZ-a i 2,5 cm?® otopine FeCls x 6 H,0.

Suspenzija SWCNT (c = 0,5 moldm=3, V =10 cm?®) -5 mg SWCNT dodano je u 10 cm?
dimetilformamida (DMF), te je smjesa tretirana u ultrazvuc¢noj kupelji (Bandelin Sonorex

SUPER RK 103 H) 2 sata za dobivanje homogene suspenzije.
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2.2 PRIPRAVA ELEKTRODA

Za ispitivanje svojstava galne kiseline u fosfatnom puferu priredeno je 5 razli¢itih
elektroda. lzgled elektroda je prikazan u tablici 2. Mikrografski prikaz povrSine
mikroelektroda dat je na slici 25.

Elektroda 1 — U tijelo od teflona umetnut je valjak GC promjera 6 mm te je dobivena

osjetilna povrsina A=0,283 cm?.

Elektroda 2 — GC elektroda promjera 6 mm modificirana je dodatkom suspenzije
SWCNT. GC elektroda se prethodno mehanicki ili elektrokemijski pripremi te se na nju
nanese 15 pL suspenzije SWCNT i susi u susioniku 30 minuta na 50 °C. Tako dobijemo

jedan sloj ugljikovih nanocjev¢ica.

Elektroda 3 — Elektroda od ugljikovih mikrovlakana, srednje (medium) povrsine
MVE_M — 12000 vlakana promjera 7 um izliveno u epoksidnoj smoli, A=0,000038 cm?
=0,0038 mm?.

Elektroda 4 - Elektroda od ugljikovih mikrovlakana, male (small) povr§ine MVE_S
— priblizno 100 vlakana promjera 7um izliveno u epoksidnoj smoli, A=0,0 046 cm?=0,46
mm2,

Elektroda 5 - Elektroda od ugljikovih mikrovlakana, velike (large) povr§ine MVE_L

- 36000 vlakana promjera 7um izliveno u epoksidnoj smoli, A=0,0138 cm?=1,38 mm?.

Slika 25. Mikrograf povr§ine MVE snimljen metalografskim mikroskopom.
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GCE SWCNT MWE_M MWE_S MWE_L
A=0,283cm? | A=0,283cm? | A=0,46 mm? | A=0.004 mm?> | A=1,38 mm?

T

Tablica 2. Tijelo i povrsina GCE, SWCNT, MVE_M, MVE_S i MVE_L elektrode

Prije elektrokemijskih mjerenja elektrode su pripravljene na sljede¢i nacin:

1. Mehanicka predobrada: - bruSenje metalografskim brusnim papirom gradacije 1200,

2000, 3000, a nakon toga metalografskim brusnim pastama Buhler Micropolish Alpha
Alumina, Al>Og, fino¢e 1 um i 0,05 um. Elektroda je isprana i sonificirana u destiliranoj
vodi i etanolu, kako bi se uklonile ne¢isto¢e zaostale nakon poliranja i masnoce, a zatim

i susena u struji dusika.

2. Elektrokemijska predobrada: ¢iséenje i aktiviranje povrsine

| - Katodni predtretman 60 s na potencijalu -1,2 V;
I1 - Anodni predtretman 60 s na potencijalu 1,2 V;
111 - Ciklizacija (50 ciklusa) - elektroda je ciklizirana u 0,5 moldm= HNO3 pocevsi od 0
V u katodnom smjeru do -1,0 V, zatim u anodnom smjeru do 1,0 V te je zavrSena na nuli
uz brzinu promjene potencijala 100 mVs™.

Sve radne elektroda imale su stabilan i ponovljiv potencijal otvorenog strujnog

kruga, Sto je bio pokazatelj dobro pripremljene povrSine.
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2.3 METODE
2.3.1 ELEKTROKEMIJSKA MJERENJA

Svi elektrokemijski eksperimenti izvedeni su pomocu potenciostata u standardnoj
troelektrodnoj éeliji volumena 100 cm®. Na slici 26 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 odnosu na Ag/AgCI referentnu

elektrodu. Kao protuelektroda koristena je elektroda od platinske Zice.

Ziceza povezivanje elektroda

Rupice za ispustanje plinova ili dodavanje

Teflonska kapica

Staklena osuda

Otopina elektrolita
Radna elektroda

Refi tektrod:
P st g
F

Slika 26. Uredaj Autolab PGSTAT 302N, spojen na racunalo, troelektrodna ¢elija |
shematski prikaz troelektrodne ¢elije [1]

2.3.2 MIKROVALNA EKSTRAKCIJA

Za mikrovalnu ekstrakciju koristen je uredaj Milestone flexiWAVE prikazan na
slici 27. Uredaj posjeduje dva magnetrona od 950 W te mu je ukupna snaga 1900 W i
ubraja se medu najjace dostupne uredaje za mikrovalnu ekstrakciju i organske i

anorganske sinteze.

Slika 27. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju Milestone flexiWAVE
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Performanse uz mijeSanje osiguravaju brzo i homogeno zagrijavanje uzoraka.
Maksimum bioaktivnih komponenata u ekstraktu se tako moze posti¢i ve¢ nakon
nekoliko minuta ekstrakcije, u odnosu na klasi¢ne metode, gdje je potrebno ekstrakciju
provoditi i nekoliko sati uz veliki rizik raspada fenolnih spojeva i vitamina. Milestone
flexiWAVE ima kapacitet od 70 litara, najnaprednije reakcijske senzore za kontrolu
reakcije, omogucena je homogenost polja, magnetsko mijesanje, opticki i infracrveni
senzori za kontrolu visoke temperature (do 300 C) i kontrolu visokog tlaka, kamera za
stalnu kontrolu unutraSnjosti reaktora, a svi parametri se mogu modelirati i prilagodavati

tijekom eksperimenta.

2.3.3 SPEKTROFOTOMETRIJSKA MJERENJA
Za spektrofotometrijska mjerenja koriSten je spektrofotometar Cary 5000 UV-

Vis-NIR, uredaj (slika 28) visokih performansi s vrhunskim fotometrijskim znac¢ajkama.
Uredaj omogucava mjerenje apsorpcijskih 1 transmisijskih spektara tekucih i1 praskastih
uzorka u podru¢ju od 175 do 3300 nm valne duljine. Sva mjerenja su provedena u
podrucju vidljive svjetlosti na odabranim fiksnim valnim duljinama ili skeniranjemu

cijelom podrucju. Cary WinUV program je koristen za analizu dobivenih podataka.

Slika 28. Cary 5000 UV-Vis-NIR uredaj
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2.4 PRIPRAVA | KARAKTERIZACIJA REALNIH UZORAKA
Na slici 29 prikazani su odabrani realni uzorci: lavanda, kadulja, klin¢i¢, muskat,

cimet i smilje.

Slika 29. Realni uzorci i ekstrakti: lavanda, kadulja, usitnjeni klin¢i¢, muskat prah,
cimet prah i smilje

Realni uzorci (lavanda, kadulja, usitnjeni klin¢i¢, muskat prah, cimet prah i smilje)
pripremljeni su ekstrakcijom 1 g biljnog materijala u 200 cm?® redestilirane vode.
Mikrovalna ekstrakcija svih uzoraka provedena je u trajanju 10 minuta na 100°C. Vrijeme
predgrijanja 2 minuta i snaga 600 W su osigurali optimalne uvjete ekstrakcije. Svi
parametri ekstrakcije su prethodno optimizirani, kako bi se izbjegla degradacija
bioaktivnih tvari 1 u isto vrijeme osigurala optimalna koli¢ina bioaktivnih tvari za
kvantitativnu analizu. Dobiveni realni uzorci su filtrirani te su ekstraktima odmah
odredivani ukupni fenoli i antioksidativni kapacitet. Na isti nacin pripremljeni SuU i

ekstrakti za elektrokemijska mjerenja.
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2.5 FOLIN-CIOCALTEU METODA - ODREPIVANJE UKUPNIH FENOLA
Ukupni fenoli odreduju se metodom po Folin-Ciocalteu. Folin—Ciocalteuov

reagens (FCR) ili Folinov fenolni reagens ili Folin—Denisov reagens mjesavina je
fosfomolibdata i fosfovolframata koji se koristi za kolorimetrijsko in vitro ispitivanje
fenolnih i polifenolnih antioksidansa, koja se takoder naziva metoda ekvivalencije galne
kiseline (GAE). Ime je dobio po Ottu Folinu, Vintila Ciocalteu i Willeyu Gloveru Denisu.
Metoda je spektrofotometrijska i temelji se na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-
Ciocalteu reagensa i nastajanju obojenog produkta. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa
molibdofosfatnih i volframfosfatnih aniona koji se reduciraju u reakciji s fenolima i daju
plavo obojenje. Fenolne grupe oksidiraju se do kinona. Nereducirani Folin-Ciocalteu
reagens je zute boje dok reducirani ima stabilnu plavu boju. Reducirani reagens pri 765

nm daje vrijednost apsorbancije prema intenzitetu obojenja u odnosu na slijepu probu.

Izrada standardne krivulje: otopine galne kiseline razli¢itih koncentracija kao
radnih standarda (0, 50, 100, 150, 250 i 500 mg dm, Slika 30).

0,250 cm® otopine standarda mijesa se s 15 cm® destilirane vode, 1,250 cm?® Folin-
Ciocalteu, 3,750 cm® zasiéene otopine natrijeva karbonata, dobro se promucka i nadopuni
do oznake s vodom (odmijerna tikvica 25 cm?®) i ostavlja 2 sata na sobnoj temperaturi u
mraku. Nakon isteka 2 sata izmjeri se apsorbancija svake otopine kod 765 nm prema vodi
u kivetama S$irine 1 cm. 1z podataka se konstruira krivulja umjeravanja kao odnos
koncentracije prema apsorbanciji koja sluzi za procjenu ukupnih fenola u uzorcima.

Tablica 3. prikazuje izmjerene vrijednosti apsorbancije.

Slika 30. Standardne otopine galne kiseline za izradu krivulje umjeravanja.
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Tablica 3. Konstruiranje krivulje umjeravanja za standard galnu kiselinu

Koncentracija Srednja vrijednost Standardna
mg/L apsorbancije devijacije
0,0000 0,0527 2,7000x10*
50,0000 0,1063 4,0000x10°
100,0000 0,1636 1,5000x10*
150,0000 0,2202 1,6000x10
250,0000 0,3255 4,0000x10°
500,0000 0,5798 3,0000%x10°
0.7

A =0.00105%G + 0.05692
0.6

R 2= 0.9995

Apsorbancija, nm

0 100 200 300 400 500 600

Koncentracija, mg /L

Slika 31. Krivulja umjeravanja za standard galnu kiselinu

Matematicki izraz koji opisuje krivulju umjeravanja koristi se za ra¢un ukupnih
fenola prema standardu galne Kiselina. Jednostavnim uvrStavanjem vrijednosti
apsorbancije za bilo koji uzorak dolazi do rezultata za ukupne fenole:

A =0,00105 x ¥ + 0,05692
gdje je ¥ masena koncentracija u mg GAE dm uzorka.

Na istovjetan nacin prireduju se i realni uzorci, ali umjesto galne kiseline dodati
ekstrakt, te im nakon isteka 2 sata izmjeriti apsorbanciju pri 765 nm prema vodi u

kivetama Sirine 1 cm.
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Na slici 32 prikazana je fotografija ekstrakata odabranih biljnih vrsta u Falcon-
kivetama i u ¢asicama dobiveni reakcijom s Folin-Ciocalteu reagensom, gdje se fenolne
grupe oksidiraju do kinona. Takvi ekstrakti su spremni za odredivanje ukupnih fenola

spektrofotometrijski.

HOOC
HOOC
OH
(@) +2H* + 2e
HO OH
HO @)

Slika 32. Ekstrakti prije i nakon reakcije s Folin-Ciocalteu reagensom i

pripadajuca reakcija oksidacije galne kiseline do kinona galne kiseline.

26 FRAP METODA - ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG
KAPACITETA

FRAP (Ferric reducing/Antioxidant power) je jednostavni direktni test
antioksidacijskog kapaciteta. Ova metoda je inicijalno razvijena da bi se odredio
antioksidacijski kapacitet krvne plazme, ali se moze Kkoristiti i za odredivanje

antioksidacijskog djelovanja drugih uzoraka (npr. ekstrakti biljaka).

Antioksidansi se mogu zvati i reducensima, a inaktivacija oksidansa pomocu
reducensa je u osnovi redoks — reakcija u kojoj neka reaktivna vrsta (slobodni radikal)
biva reducirana. Tako se antioksidativna aktivnost opisuje kao sposobnost reduciranja.
To je slucaj i kod FRAP metode koja koristi reducense u redoks—kolorimetrijskoj reakciji

34



gdje je prisutan oksidans koji se lako reducira, TPTZ reagens. Ovom metodom aktivnost
antioksidansa/reducensa je izrazena u odnosu na signal reakcije od iona Fe?* otopine
poznate koncentracije, a koja predstavlja reakciju izmjene jednog elektrona dajuci
intenzivno plavo obojenje. U reakciji ioni Fe** se reduciraju do iona Fe?* koji apsorbiraju
svjetlo kod valne duljine od 593 nm.

Fe**-TPTZ kompleks — redukcija do Fe2 —TPTZ kompleks

Radni FRAP reagens:

Neposredno prije analize realnog uzorka prirediti radni reagens mijesanjem 50

cm?® acetatnog pufera, 5 cm® TPTZ otopine i 5 cm® FeCls x 6 HO.
Postupak:

U kivetu od 10 mm staviti 3 cm® FRAP reagensa i oditati apsorbanciju reagensa
kod 593 nm (apsorbancija slijepe probe, Ao). Nakon toga u kivetu s FRAP reagensom
dodati 0,100 cm® uzorka (koji se analizira) i 0,300 cm® destilirane vode. Pratiti promjenu
apsorbancije kod 593 nm tijekom 4 i 10 minuta. Stvara se plavo obojenje koje ima
apsorpcijski maksimum kod 593 nm. Mjerenje traje 10 minuta pocevsi od trenutka kada

je dodan uzorak koji se analizira.

Za svaki uzorak izracunati promjenu apsorbancije (AA) prema jednadzbi:
AA=A-Ao

Promjenu apsorbancije uzorka usporediti s promjenom apsorbancije izazvane
dodatkom standardne otopine iona Fe?*, ¢(Fe**)=1000 pmol L™, (AAre+) i izradunati

FRAP vrijednost uzorka prema jednadzbi:
FRAP (pmol L= (AA / AArer+) x 1000

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

jednog elektrona.

Krivulji umjeravanja (Slika 33) je napravljena linearna regresija, te je rezultat
izraZzen kao matematicki izraz za antioksidacijski kapacitet prema standardu FeSOa:
A =0,00065 x ¢ +0,0097

gdje je ¢ mnozinska koncentracija u pM Fe?* po dm? uzorka.
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Za sve odabrane uzorke izra¢unat je ucinak antioksidansa. Postupak odredivanja

je identiCan mjerenju antioksidacijskog uc¢inka standarda. Prati se promjena apsorbancije

ispitivanog uzorka tijekom 4 i 10 minuta. Dobivene rezultate izraziti su kao ekvivalente

FRAP reagensa, bududi je on koriSten kao standard.

1,4 )
A =0,00085 x ¢ (uM) - 0,0097 A
1,2 R? =0,9990
1,0
@©
E)
é 0,8
o S
% 06 A
0,4 e
0.2 A
00A
0 500 1000 1500 2000 2500

Koncentracija FeSO, /pM

Slika 33. FRAP metoda - Krivulja umjeravanja za standardnu otopinu FeSOa.

36



3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1 REZULTATI CIKLICKE VOLTAMETRIJE I SQUARE WAVE
VOLTAMETRIJE

3.1.1 REZULTATI CIKLICKE VOLTAMETRIJE

Kao doprinos u prou¢avanju oksidacije galne kiseline na ugljikovim materijalima
izradeno je pet elektroda. Elektroda od staklastog ugljika (GCE ili E1), elektroda
modificirana jednozidnim ugljikovim nanocjev¢icama (SWCNT/GCE ili E2), te tri
elektrode od ugljikovih mikrovlakana razli¢ite povrsine, (MVE_M ili E3, MVE_L ili E4
i MVE_S ili E5). Elektrokemijska karakterizacija svih elektroda provedena je cikliCkom
voltametrijom u Sirokom podruéju potencijala, od —0,8 V do +1,0 V vs. Ag|AgCl,
odnosno od podru¢ja potencijala razvijanja/redukcije vodika do podrucja
razvijanja/oksidacije kisika. Snimljeni su ciklicki voltamogrami, kako bi se ispitao odziv
razlic¢itih vrsta ugljikovih elektroda prema galnoj kiselini i utvrdila njihova moguénost
primjene u elektroanaliticke svrhe. Procedura svih mjerenja je ukljucivala vrijeme
uravnoteZivanja na potencijalu E = 0,0 V, zatim u anodnom smijeru, te povratno u
katodnom smijeru i natrag na E = 0,0 V. Brzina promjene potencijala (sr — scan rate) za

predmijerenja je 25 mV s,

Ovisnost vr$ne struje o pH ispitana je ciklickom voltametrijom. Elektrode su
ispitane u Sirokom rasponu pH u fosfatnom puferu, kako bi se utvrdili optimalni uvjeti za
oksidaciju galne kiseline. Na slikama 34 do 39 prikazani su cikli¢ki voltamogrami
snimljeni na svim elektrodama u fosfatnom puferu, bez prisutnosti galne kiseline i uz

prisutnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm.
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Slika 34. Ciklicki voltamogrami elektroda u fosfatnom puferu, pH2 bez prisutnosti
galne kiseline i uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm3,

sr=25mV s,
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Slika 35. Cikli¢ki voltamogrami elektroda u fosfatnom puferu, pH3 bez prisutnosti
galne kiseline i uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm,
sr=25mV s,
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Slika 36. Ciklicki voltamogrami elektroda u fosfathom puferu, pH4,5 bez prisutnosti
galne kiseline i uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm,
sr=25mV st
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Slika 37. Ciklicki voltamogrami elektroda u fosfatnom puferu, pH6 bez prisutnosti

galne kiseline i uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm,

sr=25mV s,
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Slika 38. Cikli¢ki voltamogrami elektroda u fosfatnom puferu, pH7,5 bez prisutnosti

galne kiseline i uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm,

sr=25mV s,
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Slika 39. Cikli¢ki voltamogrami elektroda u fosfatnom puferu, pH9 bez prisutnosti

sr=25mV s,

galne kiseline i uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10* mol dm3,
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Pri pH2 sve elektrode pokazuju osjetljivost prema galnoj kiselini. Na svim
elektrodama se moze uociti porast anodne struje uslijed dodatka galne kiseline. Jasno
izrazene anodne strujne vrhove te pripadajucu reakciju redukcije u povratnom ciklusu,
kao kvazirezevribilnu promjenu mozemo uociti kod elektroda GCE, SWCNT, MVE-M i
MVE-L. Pri pH3 jasno izraZzene anodne strujne vrhove mozemo uociti kod svih elektroda,
ali kvazireverzibilnu reakciju pokazuje samo MVE-M. Pri pH4,5 oksidacijski strujni vrh
uocen je kod GCE, SWCNT i MVE-M. Poveéanjem pH vrijednosti iznad 6 struja
oksidacije galne kiseline blago raste kod svih elektroda, ali bez izrazajnog anodnog
strujnog vrha. Veca vrijednost pH dovodi i do pojave zamucenja i tamnjenja otopine, te
nakon nekoliko sati i do pojave modro-zelene boje elektrolita, usljed raspada galne

kiseline, koji je kataliziran u luznatom mediju. [51]

Kod GCE elektrode dominira adsorpcija GK koja doprinosi porastu kapacitivnog
ponasanja elektrode, Sto dovodi do pojave efekta adsorbirane Cestice na izgled ciklickog
voltamograma, odnosno do promjene u nagibu i porasta struja u cijelom podruéju

snimanja voltamograma.

Na elektrodama od mikrovlakana sa i bez reakcija oksidacije GK pri svim
vrijednostima pH uoceno je Sirenje ciklickog voltamograma. Na tim elektrodama se
takoder uocava kapacitivno ponaSanje. Kinetika transporta protona i odgovarajucih
aniona kao protuiona moZe biti uzrok porasta Faradayskih struja. Cak i bez prisutne GK
taj efekt je prisutan i moZemo ga pripisati u prisutnim ionskim vrstama iz elektrolita, a
znatno doprinose superkondenzatorskim karakteristikama ovog tipa elektroda. Dodatni
razlog mozemo traziti i u samom mehanizmu oksidacije galne kiseline, Koji u prvom
stupnju daje semikinonski radikal. Takve vrste znatno utjeCu na raspodjelu jakosti
elektricnog potencijala uzrokujuéi efekt adsorbirane Cestice na izgled ciklickog
voltamograma. Taj efekt je posebno izrazen kod elektrode najmanje povrSine, gdje

dominira sferna difuzija.

Na slikama 40 do 45 prikazani su cikli¢ki voltamogrami snimljeni na svim
elektrodama u fosfatnom puferu, uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol
dm, kao usporedba ponasanja svih pet elektroda. Cikli¢ki voltamogrami snimljeni su pri
brzini skeniranja od 25 mVs™. Voltamogrami prikazuju ovisnost potencijala o gustoéi
struje. Nakon sumiranja i pregleda svih voltametrijskih podataka, uoceno je da je anodni
val vrlo osjetljiv na promjenu pH i modifikaciju. Pregledom svih slika od 40 do 45 moze

se opcenito reci kako s porastom pH dolazi do pomaka vr$nih potencijala oksidacije

44



prema manje pozitivnim vrijednostima. Za SWCNT/GCE elektrodu pri pH2 potencijal
oksidacije iznosi 0,52 V, te porastom pH se pomice redom na pri pH3 0,45 V, pri pH4,5
0,38 V, te pri pH6 priblizno 0,20 V. Nize pH vrijednosti pogoduju poboljsanoj kinetici
oksidacije galne kiseline na svim elektrodama. Vrijednosti struje redukcije su znatno nize,
s pomakom u katodnom smjeru od priblizno 60 mV. Iznosi vr$nih struja redukcije ne
prate vrijednosti struje oksidacije, odnosno elektroda pokazuje kvazireverzibilno
ponasanje. Takvo ponasanje pri nizim pH vrijednostima moze se uo¢iti kod svih elektroda
od ugljikovih mikrovlakana srednje i ve¢e povrsine (MVE_M i MVE_L) dok je nesto
manje izrazajno kod SWCNT/GCE i elektrode od ugljikovih mikrovlakana male povrSine
(MVE_S).

Galna kiselina pokazuje jedan voltametrijski val na anodnom prelasku potencijala,
bez istovrsnih redukcijskih valova, nego tek porast struje redukcije kao kvazireverzibilnu
reakciju redukcije. Porast vrsne struje i pomak vr$nih potencijala prema manje pozitivnim
vrijednostima potencijala uocCeni su nakon modifikacije GCE-a ugljikovim
nanocjevCicama. Ovo otkriva da je kinetika elektrode poboljSana, odnosno pokazuje
izvjesno elektrokataliticko djelovanje naspram galne kiseline. Galna kiselina pri pH3
prikazuje anodni val s vr$nim potencijalom na 0,55 V na nemodificiranom GCE-u. Na
modificiranoj SWCNT/GCE taj potencijal je pomaknut je pomaknut na 0,45 V. Nadalje,
uoceno je znacajno povecanje vrsne struje na modificiranoj elektrodi. Ova opazanja
otkrivaju da modifikacija GCE-a pokazuje znacCajan ucinak na elektrokemijski
oksidacijski odgovor galne kiseline. Stoga se moze zakljuciti da senzor SWCNT/GCE
osigurava vecu aktivnost prema oksidaciji galne kiseline, poboljsava kinetiku elektrode i
smanjuje njezin potencijal oksidacije.

Svojevrsni senzor pripremljen je za izravno odredivanje ukupnog sadrZaja fenola
senzor u fosfatnom puferu na svim vrijednostima pH prometnula se elektroda s
jednozidnim ugljikovim nanocijev¢icama kojim je modificirana elektroda od staklastog
ugljika. Elektrokemijsko ponasanje galne kiseline na razli¢itim ugljikovim materijalima
i na razli¢itom pH fosfatnog elektrolita prometnulo je kao optimalnu elektrodu od
staklastog ugljika modificiranu ugljikovim nanocjev¢icama pri pH3. Radi kapacitivnog
ponasanja elektrode od ugljikovih mikrovlakana su izuzete od daljnjih istrazivanja. Sirok
anodni val i prisutna evidentna reakcija adsorpcije Cistu elektrodu od staklastog ugljika

karakteriziraju kao neprikladnu za elektroanaliticka mjerenja.
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Slika 40. Usporedba rezultata - Ciklicki voltamogrami svih elektroda u fosfatnom
puferu, pH2 uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10 mol dm3,
sr=25mV s,
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Slika 41. Usporedba rezultata - Ciklicki voltamogrami svih elektroda u fosfatnom
puferu, pH3 uz prisutnu galnu Kiselinu koncentracije 1 x 104 mol dm?,

sr=25mV st
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Slika 42. Usporedba rezultata - Ciklicki voltamogrami svih elektroda u fosfatnom
puferu, pH4,5 uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10* mol dm?,
sr=25mV s,
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Slika 43. Usporedba rezultata - Ciklicki voltamogrami svih elektroda u fosfatnom
puferu, pH6 uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 104 mol dm?,

sr=25mV s,
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Slika 44. Usporedba rezultata - Ciklicki voltamogrami svih elektroda u fosfatnom
puferu, pH7,5 uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 10* mol dm?,
sr=25mV s,
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Slika 45. Usporedba rezultata - Ciklicki voltamogrami svih elektroda u fosfatnom
puferu, pH9 uz prisutnu galnu kiselinu koncentracije 1 x 104 mol dm?,
sr=25mV s,
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Utjecaj promjene koncentracije galne kiseline na elektrokemijsko ponasanje
SWCNT/GCE elektrode prikazan je na slici 46. S porastom koncentracije dolazi do
linearnog porasta struje oksidacije. Pri pH3 uocava se anodni strujni vrh te obzirom na
oblik ciklickog voltamograma mozemo zakljuciti kako u jednom stupnju dolazi do
oksidacije galne kiseline do forme kinona, osobito pri ve¢im vrijednostima koncentracije.
To sugerira dvoelektronsku reakciju prikazanu u isjecku slike 46. Obzirom da se na
voltamogramu ovisnosti struje o koncentraciji GK slabo uocava reverzibilnost reakcije

bilo je potrebno napraviti dodatni studij utjecaja promjene brzine potencijala.
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Slika 46. Cikli¢ki voltamogram snimljeni na SWCNT elektrodi pH3 bez i uz sukcesivni
dodatka naznacene koncentracije galne Kiseline, sr =25 mVs,

Na slici 47. prikazan je utjecaj promjene brzine potencijala. Pri vrijednostima
brzine promjene potencijala veéim od 100 mV s™ znatno se bolje uocava i reakcija
redukcije $to sugerira vrlo brzu kinetiku izmjene elektrona. Pri vrijednosti brzine
promjene potencijala 400 mVs™ dolazi do neznatnog porasta struje neposredno prije
oksidacije galne kiseline pri ~0,30 V, sugeriraju¢i mogucu adsorpciju galne kiseline na

odabrani materijal pri ve¢im brzinama promjene potencijala.

Nakon povecéanja brzine skeniranja (v) u rasponu brzine promjene potencijala od
10-400 mVs? vrsna struja (la) proporcionalno se povecava s poveéanjem brzine
snimanja. Konstruiran je odnos izmedu vrsne struje oksidacije (log la) i brzine skeniranja

(log sr) i prikazan kao detalj slike 47. Za slucaj Ciste difuzije koeficijent nagiba pravca za
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tu ovisnost iznosi 0,5, dok za slu¢aj Ciste adsorpcije taj koeficijent nagiba iznosi 1,0.[52]

Utvrdeno je da logaritamski dijagram ima pravolinijski odnos s koeficijentom korelacije
od 0,630.

log Ip= 0,630 % log sr - 6.28

Ovo potvrduje da je proces oksidacije mjesovito kontroliran proces, odnosno
reakcija je pod difuzijsko/adsorpcijskom kontrolom. Prevladava difuzijska struja koja
nastaje zbog difuzije iona galne Kkiseline iz mase otopine do povrsine elektrode, ali postoji
1 doprinos adsorpcije pristiglog iona na povrsSinu elektrode. Zaklju€eno je da SWCNT
modifikacija olakSava prijenos elektrona kao difuziju i adsorpciju galne kiseline na

povrsinu elektrode.

Na osnovu ovih razmatranja, a za primjenu u elektroanaliticke svrhe optimirani ¢e
biti parametri koji bi uz visoku frekvenciju i akumulaciju pri ~0,3 V mogli osigurati

primjenu odabrane elektrode kao senzora za galnu kiselinu.

—— sr=400mVs’"
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Slika 47. Ciklicki voltamogram snimljeni na SWCNT elektrodi pH 3 pri razli¢itim
brzinama promjene potencijala, koncentracija galne kiseline 5x10°.
Detalj: ovisnost log . 0 log sr.

50



3.1.2 REZULTATI VOLTAMETRIJE S PRAVOKUTNIM IZMJENICNIM
SIGNALOM POBUDE

Za odredivanje galne kiseline odabrana metoda je anodna voltametrija s
pravokutnim izmjeni¢nim signalom pobude (SWV). U kombinaciji s adsorpcijom, ta
metoda je vrlo osjetljiva, Cesto dopusta izravne analize na razini ppb (dijelova na
milijardu), pa ¢ak i niske razine ppt (dijelova na bilijun), odnosno koristi se i za
kvantitativnu kemijsku analizu 1 za prou€avanje mehanizma, kinetike i termodinamike
kemijskih reakcija. Ova uc¢inkovita i brza elektroanaliticka metoda ima i jo$ jednu vaznu
prednost, a to je dobra eliminacija pozadinskih Faradayskih struja. SWV je poznata kao
jedna od najnaprednijin voltametrijskih tehnika koja objedinjuje prednosti ciklicke

voltametrije, jer znatno pojacava osjetljivost i selektivnost prema analitu.

Sva mjerenja koja uklju¢uju odredivanje fenola radena su pri pH3, radi

mogucnosti raspada galne kiseline pri viS§im vrijednostima.

Procedura za SWV ustanovljena je ispitivanjem utjecaja sljede¢ih parametara na
signal odziva, odnosno na vrsne struje (lpa): vrijeme akumulacije (taq), potencijal
akumulacije (Eag), amplitude pravokutnog naponskog impulsa (AEp) u odnosu na

potencijal pomaka (AEs) i frekvencija impulsa (f).

Porastom potencijala od 0 V u anodnom smjeru vr$na struja postupno raste i
doseze maksimalnu vrijednost na potencijalu od 0,3 V. Ovo zapazanje potvrduje
pretpostavku kako se predpik na ciklickom voltamogramu oko 0,3 V (vidi slika 47) se
moze pripisati adsorpciji aniona galne kiseline. Pri odabranom potencijalu adsorpcije ili
akumulacije Eaqg, optimirano je i vrijeme akumulacije, te je izveden zakljucak kako najveci
i znatan porast vr$nih struja je prisutan u prvih 60 s. Daljnje povecanje vremena
akumulacije tek neznatno povecava vr$nu struju, ali znatno moZe produljiti vrijeme

mjerenja.

Zaklju¢no, optimirani parametri su sljedeci: tag 60 sekundi uz mijeSanje te 30 s u
mirujué¢em elektrolitu, Eaq = 0,3 V; f = 20 Hz; AEs= 10 mV; AEp= 50 mV te snimanje
voltamograma od 0,3 V do 0,9 V. Sva elektroanaliticka mjerenja su dobivena primjenom

metode standardnog dodatka.

Na slici 48 prikazani su voltamogrami dobiveni metodom SWV, korigirani za

vrijednost bazne linije, uz prisutnost razli¢itih koncentracija galne Kiseline, s
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pripadaju¢om krivuljom umjeravanja u detalju. Dobro definiran i oStar oksidacijski vrh

opazen je pri uzastopnim dodavanjima standardne otopine galne kiseline.

Galna kiselina pokazuje jedan anodni val pri nizim koncentracijama, te drugi
anodni val uocljiv tek pri visokim koncentracijama. Iz voltamograma mozemo uociti i
dva strujna vrha oksidacije GK, ali samo za vrijednosti koncentracije vise od 4x107° mol
dm3 (prvi strujni vrh pri ~0,45 V je vidljiv za sve koncentracije, te drugi strujni vrh pri
~0,80 V za vise koncentracije). O ovakvom su ponaSanju ranije izvijestili Abdel-Hamid
i Newair Abdel-Hamid.[53] Prvi anodni val koji pokazuje kvazireverzibilno ponasanje
pripisan je oksidaciji “OH skupine s prijenosom jednog elektrona kako bi se formirao
kation radikala o-semikinona, koji se neutralizira deprotonacijom. Neutralni radikal se
dalje oksidira u drugom strujnom vrhu ireverzibilnim gubitkom drugog elektrona i drugog

protona do kona¢nog produkta, kinona galne kiseline.

Utvrdeno je da vrsna struja galne kiseline u prvom strujnom vrhu korelira linearno
s porastom koncentracije u rasponu od 1x107 do 1x10* mol dm= s koeficijentom
linearnosti, odnosno osjetljivos¢u 0,281 pAmol2dm?®, gdje linija regresije prolazi kroz
ishodiste. Kako bi potvrdili uofenu iznimnu linearnost koncentracijska podrucja su
razdvojena u vise i nize podrucje (Slika 49), te je izveden zakljuéak o vrlo malom
odstupanju od linearnosti za nize koncentracijsko podrucje gdje osjetljivost iznosi 0,250

nAmol*dm? s negativnim odsje¢kom na ordinati 1,910,
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Slika 48. Voltamogrami i pripadajuca krivulja umjeravanja za razli¢ite koncentracije galne
Kiseline.
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Donja granica detekcije izraCunata je iz podataka kalibracije pomocu sljedeée

jednadzbe, LOD=3S/N, gdje je S standardna devijacija presjeka i N je nagib regresijske

linije. Dobivena granica detekcije iznosi od 1x107 mol dm?=,
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Slika 49. Voltamogrami i pripadajuce krivulje umjeravanja za razli¢ita koncentracijska

podrucja galne kiseline.
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Analiticke performanse pripremljenog senzora usporedene su S poznatim
podacima iz literature (Tablica 4). Izracunata vrijednost limita detekcije dobivena
upotrebom odabrane elektrode (nas rad) niza je od prethodno objavljenih koriStenjem
drugih elektroanalitickih metodologija. Jasno je da je sadasnja metoda brza zbog
eliminacije koraka pripreme i predkoncentriranja analita neophodnih za kromatografske
tehnike. Nadalje, optimirano vrijeme akumulacije je krace od ostalih metoda s viemenom
predkoncentracije koje iznose ¢ak do 15 minuta, dok je u ovoj studiji optimalno vrijeme
akumulacije bilo 90 s.

Tablica 4. Usporedba limita detekcije sliénih modifikacija i metoda dobivenih pregledom
literature.

Linearno Granica
Elektroda podrudje detekcije | Referenca

pumol dm® | pmol dm’®

AUMCs/SF-GR/GCE - Mikroklasteri 8,0-500,0 0,011 [54]
zlata/sulfonatfunkcionalizirani grafen na GCE
CS/fFe;Os/ERGO/GCE - bChitosan/fishbone- | 10,0-100,0 0,150 [55]
shaped Fe;Os/reducirani grafen-oksid/GCE
SPCE/PME
Preanodizirana screen-printed ugljikova 0,5-500,0 0,076 [56]

elektroda/polimelamin;

Kapajuca Zivina elektroda 1,0-50,0 0,300 [57]
SiO./CPE 0,8-100,0 0,250 [58]
Nano-SiOj/elektroda od ugljikove paste
CNT/CPE 0,5-15,0 0,300 [59]
SWCNT 0,2-100 0,100 Nas rad

PredloZenoj metodi je ispitana i ponovljivost, odnosno oscilacija anodnog
strujnog vrha unutar dva sata, te je s jednakim vremenskim razmacima snimljeno ukupno
25 voltamograma u istoj otopini elektrolita uz koncentraciju galne kiseline 1x10®° mol
dm= (Slika 50).
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Varijacije strujnog vrha
3,0 za galnu kiselinu ¢ = 1x10°mol dm”

2’5 A—A A

I/pA

2,0

0 5 10 15 20 25
Broj ponovljenih mjerenja, SWV

Slika 50. Varijacije vrijednosti struje SWV za oksidaciju galne kiseline - ispitivanje
ponovljivosti predloZene optimirane metode i predloZene elektrode za odredivanje
galne kiseline unutar dva sata.

Nakon dva sata se moze uociti odstupanje, odnosno slabljenje odziva §to se moze
pripisati i raspadu GK pod utjecajem svjetlosti i Kisika. Ova promjena se uo¢ava po pojavi
zamucéenja i tamnjenje otopine, te nakon duljeg vremena pojavi modro-zelene boje.
Elektroda je pokazala dobru ponovljivost i stabilan odziv prema GK uz relativnu
standardnu devijaciju u iznosu od 1,5%. Nakon kratkog ¢is¢enja i ispiranja ova elektroda
se moze ponovno koristiti tijekom cijelog dana, Sto joj je svakako prednost u odnosu na
druge elektrode i metode evaluacije fenola. Tek visoke koncentracije galne kiseline ili
uzorci s velikom koncentracijom bioaktivnih vrsta dovode do blokiranja povrsine
elektrode, te je elektrodu potrebno ponovno pripremati, modificirati i aktivirati, kako je

opisano u eksperimentalnom dijelu.

3.2  ANALITICKA PRIMJENA VOLTAMETRIJSKIH METODA NA
REALNIM UZORCIMA

PredloZena optimirana metoda primijenjena je za odredivanje GK u realnim
uzorcima. Svi ekstrakti su priredeni na nacin kako je prethodno opisano. 200 cm?
ekstrakta uzorka odgovara 1 g suhe tvari. U otopinu elektrolita od 100 cm? je dodavan 1
cm?® ekstrakta uzorka $to odgovara 5 mg suhe tvari. Na slikama 51 do 56 prikazani su
voltamogrami za realne uzorke dobiveni metodom standardnog dodatka. U Tablici 5
prikazani su rezultati mnozinske i1 masene koncentracije. Navedena koncentracija

odgovara masi galne kiseline u 1,0 cm® uzorka odnosno u 1,0 cm? ekstrakta.
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Tablica 5. Sadrzaj galne kiseline u uzorcima dobiven SWV voltametrijom — vrijednosti izrazene
prema ekvivalentu 1,0 cm® ekstrakta izraZene kao mnoZinska i masena koncentracija.

Ukupni fenoli Folin-Ciocalteu Ukupni fenoli Folin-Ciocalteu
UZORAK reagens reagens
SWV SWV
Mnozinska koncentracija Masena koncentracija
pmol dm™ mg po 1 cm? ekstrakta
Lavanda 17,00 2,89
Kadulja 19,21 3,26
Klinéié 60,25 10,20
Muskat 7,15 1,21
Cimet 8,81 1,50
Smilje 20,10 3,42
"1 umol dm™ odgovara 0,170 mg dm
Lavanda 100 "
100 e d
60 |
80 40 |
20 |
E:L — -5 0 5
~ ¢/ pmol dm™
40
20
0
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
E/V

Slika 51. SWV - Kvantitativno odredivanje galne kiseline u uzorku Lavanda.
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Slika 52. SWV — Kvantitativno odredivanje galne kiseline u uzorku Kadulja
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Slika 53. SWV - Kvantitativno odredivanje galne kiseline u uzorku Klin¢i¢
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Slika 54. SWV - Kvantitativno odredivanje galne kiseline u uzorku Muskatni ora$¢i¢

I/pA

40

30

20

10

-

Cimet %0

¢/ pmol dm™

0,3 0,4 0,9

0,5

0,6
EIV

0,7 0,3

Slika 55. SWV - Kvantitativno odredivanje galne kiseline u uzorku Cimet

57



80 r

60

1 /pA

40

20

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
EIV

Slika 56. SWV - Kvantitativno odredivanje galne Kiseline u uzorku Smilje

3.3 REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKIH MJERENJA
Prethodno opisana Folin-Ciocalteu metoda sluzi za odredivanje ukupnih fenola.

Dobiveni biljni ekstrakti dodani su umjesto standarda galne kiseline u tikvicu i nakon 10
minuta je izmjerena apsorbancija. Na osnovu tri mjerenja nadena je srednja vrijednost
apsorbancije koja je prikazana u tablici 6. Obzirom na vrlo velike vrijednosti
apsorbancije, za odredivanje ukupnih fenola u kivete je stavljeno 500 puL 12000 uL vode,
odnosno uzorci su razrijedeni 5 puta.

Tablica 6. Sadrzaj ukupnih fenola uzoraka dobiven spektrofotometrijskom metodom -
VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE

UZORAK Ukupni fenoli Folin-Ciocalteu metoda
Srednja
vrijednost

Lavanda 0,40532 0,40534 0,40538 0,40535
Kadulja 0,45147 0,45147 0,45161 0,45152
Klincié 1,40483 1,40468 1,40414 1,40488
Muskat 0,17066 0,17066 0,17059 0,17064
Cimet 0,20761 0,20766 0,20762 0.20763
Smilje 0,46357 0,46353 0,46358 0,46356

Odabranim uzorcima je izraCunat i antioksidacijski kapacitet odreden prema
prethodno opisanom FRAP metodom. Pracena je promjena apsorbancije nakon 4 minute
i nakon 10 minuta, te su FRAP vrijednosti o¢itane nakon 4 i nakon 10 minuta i prikazane
u tablici 7. Uzorak klin¢i¢a je dodatno razrijeden pet puta, te su u tablicci prikazane

dobivene vrijednosti za razrjedenje.

58



Tablica 7. Antioksidacijska aktivnost uzoraka dobivena spektrofotometrijskom
metodom. — VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE.

Lavanda 0,323 2,613 3,09
Kadulja 0,239 2,409 2,843
Klinciél5 0,377 3,699 3,856
Muskat 0,323 0,823 0,870
Cimet 0,239 0,836 0,925
Smilje 0,240 1,723 1,899

Svi rezultati spektrofotometrijskih mjerenja ispitanih biljnih ekstrakata prikazani
su u tablici 8. Iz krivulje umjeravanja za standard galnu Kiselinu, odnosno prema
matematickom izrazu za jednadzbu pravca izracunata je ili oitana koncentracija fenola
u uzorku. Dobiveni rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (mg GAE /L),
buduci da je ona koriStena kao standard. Rezultati dobiveni Folin-Ciocalteu metodom
pokazali su da uzorak klin¢i¢a pokazuje najveéi sadrzaj ukupnih fenola 1328,74 mg
GAE/L, dok je najmanju koli¢inu fenola s istom pripremom pokazao muskat i iznosi
153,28 mg GAE/L. Antioksidacijski kapacitet je izracunat prema krivulji umjeravanja za
standard Fe?*, odnosno prema matemati¢kom izrazu za jednadzbu pravca. Rezultati su
prikazani u tablici 8, gdje je rezultat za klin¢i¢ pomnoZen s njegovim razrjedenjem (pet

puta) kao bi mogli povuéi paralelu i izvesti zakljucke.

Slike 57 i1 58 prikazuju rezultate ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti dobivene

spektrofotometrijskom metodom.

Tablica 8. Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet uzoraka dobivenih
spektrofotometrijskom metodom — REZULTATI.

Ukupni fenoli Antioksidacijski Antioksidacijska
UZORAK Folin-Ciocalteu kapacitet 4 minute = kapacitet 10 minuta
reagens FRAP metoda FRAP metoda
mg GAE/dm® uM Fe?* uM Fe?*
Lavanda 376,78 3509,69 4249,85
Kadulja 420,77 3235,05 3983,46
Klinéi¢ 1328,74 25479,25 26687,70
Muskat 153,28 754,31 825,85
Cimet 188,50 903,46 989,85
Smilje 432,74 2265,04 2537,38
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Slika 57. Ukupni fenoli - Folin - Ciocalteu reagens
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Slika 58. Antioksidacijska aktivnost uzoraka poslije 4 i 10 minuta — FRAP metoda.

3.4  USPOREDBE REZULTATA
Kona¢ni i najvazniji zadatak rada bio je utvrditi postoji li slicnost rezultata

elektroanalitickih i1 spektrofotometrijskih metoda. Nakon provedenih mjerenja i
usporedbom rezultata za ukupne fenole, gdje je kao standard uzeta galna kiselina dobiveni
su faktori sli¢nosti ili korelacije prikazani kao zadnji stupac u Tablici 9. Rezultati obje
metode pokazuju isti trend i a faktor sli¢nosti je za sve uzorke identican. MoZemo
zakljuciti kako su rezultati dobiveni za ukupne fenole primjenom predloZenih metoda
komparativni za sve dobivene ekstrakte, jer je omjer dobivenih rezultata konstantan i

njegova srednja vrijednost iznosi 130 (omjer FC/SWV). Dobiveni rezultat pokazuje
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mogucnost koriStenja ovakve metodologije za procjenu ukupnih fenola u realnim

uzorcima.

Tablica 9. Usporedba rezultata dobivenih elektrokemijskim i spektrofotometrijskim
metodama - Ukupni fenoli.

UZORAK Ukupni fenoli Folin- Ukupni fenoli Folin- OMJER
Ciocalteu reagens Ciocalteu reagens FC/ SWV
SWV metoda
mg GAE dm™ mg GAE dm™

Lavanda 376,78 2,89 130
Kadulja 420,77 3,26 129
Klincié 1328,74 10,20 130
Muskat 153,28 1,21 127
Cimet 188,50 1,50 126
Smilje 432,74 3,42 127

S druge strane omjer FRAP/SWV ne pokazuje konstantnost, te je za uzorke s manjim
antioksidacijskim kapacitetom omjer nizak, a sa porastom antioksidacijskog kapaciteta
omjer raste (Tablica 10). Omjer FRAP/SWV govori kako predlozena metoda nije
pogodna za procjenu antioksidacijskog kapaciteta.

Tablica 10. Usporedba rezultata dobivenih elektrokemijskim i spektrofotometrijskim
metodama — FRAP.

Antioksidacijski kapacitet 4 | Ukupni fenoli Folin- OMJER
UZORAK minute FRAP metoda Ciocalteu reagens FRAP4 /
SWV SWV metoda
uM Fe?* umol dm™

Lavanda 3509,69 17,00 206
Kadulja 3235,05 19,21 168
Klinéi¢ 25479,25 60,25 423
Muskat 754,31 7,15 105
Cimet 903,46 8,81 103
Smilje 2265,04 20,10 113
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4. ZAKLJUCAK

Elektroda od staklastog ugljika, elektroda od staklastog ugljika modificirana
jednozidnim ugljikovim nanocjev€icama, te mikroelektrode od 100, 12000 i 36000
mikrovlakana koriStene su u cilju istrazivanja koli¢ine galne kiseline kao predstavnika
fenolnih spojeva. Kao elektrolit je koriSten fosfatni pufer pri razli¢itim pH vrijednostima.
Primjenom voltametrijskih tehnika dobiveni su rezultati istrazivanja koji se dali sljedece

zakljucke:

1. Nakon niza predmjerenja ciklickom voltametrijom s i bez galne kiseline izdvojena
je elektroda od staklastog ugljika modificirana jednozidnim ugljikovim
nanocjevCicama povrsine, te pufer pH3 kao optimalni parametri za daljnja
istrazivanja u realnim uzorcima. SWCNT elektroda jasno pokazuje oksidacijski
signal galne kiseline uz evidentan predpik, kao promjenu u nagibu anodnog vala.
Time je potvrdena mogucnost adsorpcije galne kiseline na elektrodi Cija je
povrsina poveéana zbog modifikacije. Logaritamska ovisnost struje o brzini
promjene potencijala ukazuje na mijeSani mehanizam, odnosno potvrduje da je
proces oksidacije mjeSovito kontroliran proces, odnosno reakcija je pod
difuzijsko/adsorpcijskom kontrolom.

2. Za potvrdu izabrane elektrode provelo se dodatno elektrokemijsko ispitivanje
ciklickom voltametrijom sa sukcesivnim dodatkom GK pri pH3. Povecanjem
koncentracije GK dobiven je linearni porast struje oksidacije. Uoceni su
izrazajniji anodni strujni vrhovi, a najistaknutiji je pri 1 x 10° mol dm? Koji
ukazuje na oksidaciju GK do forme kinona.

3. Utvrdivanje kinetike reakcije provedeno je pri veéim brzinama promjena
potencijala. Pri vrijednosti brzine od 400 mV s* katodni strujni vrh redukcije
najizrazeniji na potencijalu od ~0,30 V, te su ti parametri uzeti u obzir za daljnja
istrazivanja. Potvrdena je kvazireverzibilnost s porastom brzine promjene
potencijala, $to omogucuje upotrebu voltametrije s pravokutnim izmjeni¢nim
signalom pobude u elektroanaliticke svrhe

4. Voltametrija s pravokutnim izmjeni¢nim signalom pobude metoda je za
odredivanje galne Kiseline i provodi se sa SWCNT elektrodom bez realnih
uzoraka sukcesivnim dodatkom GK sa prethodno optimiranim parametrima. Veéi

nagib kod veceg koncentracijskog podrucja ukazuje na bolju osjetljivost metode
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koji iznosi 0,281 pAmol*dm®, a R%= 0,998. Odstupanje osjetljivosti za manje
koncentracijsko podruéje, 0,250 pAmolldm® neznatno utjeée na rezultate
mjerenja. Elektroda je pokazala dobru ponovljivost i stabilan odziv prema GK uz
relativnu standardnu devijaciju u iznosu od 1,5%.

5. Zarealne uzorke uzeti su lavanda, kadulja, usitnjeni klin¢i¢, muskat prah, cimet
prah i smilje. Ekstrakti su dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom na 100 °C u
trajanju od 10 minuta. SWV mijeri elektroaktivnost galne kiseline u uzorku,
odnosno njezin oksidacijski vrh koji predstavlja struju koja odgovara prijenosu
elektrona u toj reakciji. SWV za SWCNT elektrodu pri pH3 pokazala je da
najvecu vrijednost galne kiseline u uzorku pokazuje klin€i¢ 1 iznosi 60,25 pmol
dm= odnosno 10,20 mg po 1 cm? ekstrakta.

6. Folin-Ciocelteu metodom odredeni su ukupni fenoli ¢ija je najveca vrijednost
izmjerene apsorbancije u klingiéu i iznosi 1328,74 mg GAE dm, dok je najmanju
vrijednost ukupnih fenola pokazao muskat i iznosi 153,28 mg GAE dm?.
Rezultati ostalih uzoraka variraju blize nizoj vrijednosti fenola.

7. FRAP metodom odredena je antioksidacijska aktivnost koja je u skladu s Folin-
Ciocelteu metodom te je najvecu FRAP-vrijednost pokazao klin¢i¢u iznosu
25479,25 uM Fe?* nakon 4 minute, a najmanju muskat u iznos 754,31 uM Fe?*
nakon 4 minute. Nakon 10 minuta FRAP za klingi¢ iznosi 26687,70 uM Fe?* | a
za muskat 825,85 uM Fe?",

8. Usporedbom voltametrijskih i spektrofotometrijskih metoda kojima je cilj
odrediti koli¢inu fenola prisutnih u uzorku dobiven je identi¢an trend porasta
vrijednosti. Omjer Folin-Ciocalteu metode i voltametrije s pravokutnim signalom
pobude iznosi u prosjeku 128,16. Preporuc¢ena metoda je prikladna za odredivanje
ukupnih fenola u uzorku. Kod analize antioksidacijske aktivnosti uocena su

odstupanja te nije pogodna za procjenu.

Naposljetku, rad govori o svim pogodnostima navedenog dalmatinskog bilja ukljucujuéi
antioksidacijsku aktivnost koje pomazu pri Stetnom djelovanju slobodnih radikala 1

stvaranju oksidativnog stresa te u sprjecavanju razli¢itih tegoba i bolesti.
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5. POPIS KRATICA | SIMBOLA
CV — ciklicka voltametrija

O — oksidacija

R — redukcija

WE - radna elektroda

CE — protuelektroda

RE — referentna elektroda

SCE — Kalomelova elektroda

SHE — standardna vodikova elektroda

GC — glassy carbon / staklasti ugljik

MEA — mikroelektroda

CF —uglji¢na vlakna

CNT — ugljikove nanocjevcice

SWCNT - jednoslojne ugljikove nanocjevcice
DWCNT - dvoslojne ugljikove nanocjevcice
MWCNT - viSeslojne ugljikove nanocjevcice
CNF — ugljikova mikrovlakna / carbon nanofiber
CFME, ME — mikroelektroda

FSCV - ciklicka voltametrija s brzim skeniranjem
SWV - voltametrija s pravokutnim signalom pobude
FC — Folin-Ciocalteu

FCR — Folin-Ciocalteu reagens

GK — Galna kiselina

FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power



LITERATURA

10.

11.

N. Elgrishi, K. J. Rountree, B. D. McCarthy, E. S. Rountree, T. T. Eisenhart and J.
L. Dempsey A Practical Beginner’s Guide to Cyclic Voltammetry, J. Chem. Educ.
27599-95 (2018) 197-206. https://doi.org/10.1021/acs.jchemed.7b00361

H. Yamada, K. Yoshii, M. Chiku, Y.Kitazumi. Cyclic Voltammetry Part 1:
Fundamentals, Electrochemistry, 90 (2022) 102005
https://doi.org/10.5796/electrochemistry.22-66082

Wijeratne, K. Conducting Polymer Electrodes for Thermogalvanic Cells. Linkdping
University, Electronic Press. (2018).

Slika preuzeta sa: https://pineresearch.com/shop/kb/applications/rde—and—

rrde/three—electrode—setups/
M. Dekleva, M. Kovacevi¢, E. Gricar, M. Kolar, B. Genorio, B. Repi¢, D. Kuscer,

H. Prosen, G. Marolt. An innovative pretreatment protocol to eliminate silver
contamination—induced voltammetric interference on graphite—glass working
electrode, Electrochem. Com. 162 (2024) 107707.
https://doi.org/10.1016/j.elecom.2024.107707

S. Visnupriya, N. Prabavathi, P. Vijayakumar. Ni—-Mo bimetallic oxides/rGO

nanocomposites as counter electrode for the application of DSSCs, Chemical Physics
Impact 8 (2024) 100598. https://doi.org/10.1016/j.chphi.2024.100598

V. Uskokovi¢. A historical review of glassy carbon: Synthesis, structure, properties

and applications, Advanced Materials and Nanobiotechnology, Carbon Trends 5
(2021) 100116.

Y. Yia, G, Weinbergh, M. Prenzela, M. Greinera, S. Heumanna, S. Beckera, R,
Schlégla. Electrochemical corrosion of a glassy carbon electrode; Catalysis Today,
295 (2017) 32-40. http://dx.doi.org/10.1016/j.cattod.2017.07.013

A. Dekanski, J. Stevanovié, R. Stevanovi¢, B.Z. Nikoli¢, V.M. Jovanovi¢: Glassy

carbon electrodes I. Characterization and electrochemical activation, Carbon, 39
(2001) 1195-1205.

M. Hejazi, W. Tong, M. R. Ibbotson, S. Prawer, D. J. Garrett. Advances in Carbon—
Based Microfiber Electrodes for Neural Interfacing, Sec. Neural Technology 15
(2021) 143059. https://doi.org/10.3389/fnins.2021.658703

E. Leppanen, T. Laurila, E. Gustafsson, N. Wester, I. Varjos, S. Sainio:

Geometrical and chemical effects on the electrochemistry of single—wall carbon

65


https://doi.org/10.1021/acs.jchemed.7b00361
https://doi.org/10.5796/electrochemistry.22-66082
https://pineresearch.com/shop/kb/applications/rde-and-rrde/three-electrode-setups/
https://pineresearch.com/shop/kb/applications/rde-and-rrde/three-electrode-setups/
https://doi.org/10.1016/j.elecom.2024.107707
https://doi.org/10.1016/j.chphi.2024.100598
http://dx.doi.org/10.1016/j.cattod.2017.07.013
https://doi.org/10.3389/fnins.2021.658703

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

nanotube (SWCNT) network electrodes Electrochim. Acta, 466 (2023).
https://doi.org/10.1016/j.electacta.2023.143059

M. Guoa, G. Zhua, Y. Mishchenkob, A. Butenkob, V. Kovalenkob, T. Rozhkovac,
H. Zhaoa. Highly sensitive electrochemical detection of gallic acid in tea samples by

using single—walled carbon nanotubes@silica dioxide nanoparticles decorated
electrode; J. Electrochem. Sci. 18 (2023) 100291.
https://doi.org/10.1016/j.ijoes.2023.100291

A. Mohammadi, A. B. Moghaddam, R. Dinarvand, J. Badraghi, F. Atyabi, A. A.
Saboury. Bioelectrocatalysis of Methyldopa by Adsorbed Tyrosinase on the Surface

of Modified Glassy Carbon with Carbon Nanotubes, Iran Int. J. Electrochem. Sci., 3
(2008) 1248-1257. https://doi.org/10.1016/S1452-3981(23)15520-9

M. Guoa, J. Hana, Y. Mishchenkob, A. Butenkob, V. Kovalenkob, T. Rozhkovac,
H. Zhaoa. Electrochemical detection of methyl parathion using zirconium

dioxide@single—walled carbon nanotubes nanocomposite modified glassy carbon
electrode, Int. J. of Electrochem. Sci. 18 (2023)  100340.
https://doi.org/10.1016/j.ijoes.2023.100340

S. A. Thomas, J. Cherusseri D. N. Rajendran. Recent advancements in carbon

fiber—based sustainable electrodes for flexible and wearable supercapacitors, RSC
Sustainability 2 (2024) 2403-2443. https://doi.org/10.1039/D4SU00146J

M. Vasquez—Velardea, L. Fernandeza, D. Bolanos—Mendeza, H. Burbano—Erazoa,

J. Alvarez—Paguaya, P. Carrerab, P.J. Espinoza—Montero. Evaluation of a gold-
nanoparticle-modified carbon—fiber microelectrode to quantify mercury in canned
tuna  sold in Ecuador, Chemosphere 338 (2023) 139483.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.139483

Whirang Cho, H. Rafi, S. Cho, A. Balijepalli and A. G. Zestos: High resolution
voltammetric and field—effect transistor readout of carbon fiber microelectrode
biosensors, Sensors & Diagnostics, 1 (2022). 460-464.
https://doi.org/10.1039/D2SD00023G

S. P. Whelan, S. Naserikarimvand, Z. Tehrani, M. Peacock, O. Guy, D. Gethin.

Electrochemical based quantification of bacterial growth in media using square wave

voltammetry and low cost screen printed electrodes, J. Microbiolog. Methods, 224
(2024) 107007. https://doi.org/10.1016/j.mimet.2024.107007

F.H. Pilz, P. Kielb. Cyclic voltammetry, square wave voltammetry or

electrochemical impedance spectroscopy? Interrogating electrochemical approaches
66


https://doi.org/10.1016/j.electacta.2023.143059
https://doi.org/10.1016/j.ijoes.2023.100291
https://doi.org/10.1016/S1452-3981(23)15520-9
https://doi.org/10.1016/j.ijoes.2023.100340
https://doi.org/10.1039/D4SU00146J
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.139483
https://doi.org/10.1039/D2SD00023G
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2024.107007

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

for the determination of electron transfer rates of immobilized redox proteins, BBA
Advances 4 (2023)100095. https://doi.org/10.1016/].bbadva.2023.100095
M. Lopez-Tenés, E. Laborda, F. Martinez—Ortiz, J. Gonzalez, A. Molina. Square

wave voltammetry as a powerful tool for studying multi-electron molecular
catalysts, J. Electroanal. Chem. 927 (2022) 116943.
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2022.116943

D. Guziejewski. Electrode mechanisms with coupled chemical reaction —

Amplitude effect in square—wave voltammetry, J. Electroanal. Chem. 870 (2020)
114186. http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2020.114186
F.H. Alencar Fernandes, H.R. Nunes Salgado. Gallic Acid: Review of the Methods

of Determination and Quantification, Critical Reviews in Analytical Chemistry, 46
(2016) 257-265. http://dx.doi.org/10.1080/10408347.2015.1095064
I. Rahmawati, A. W. Pratama, S. A. Pratama, M. N. Khozin, A. Firmanda, F. H.

Irawan, Asranudin , A. N. M. Ansori, T. H. Sucipto. Gallic acid: A promising
bioactive agent for food preservation and sustainable packaging development,
CSCEE, 10 (2024) 100776. https://doi.org/10.1016/j.cscee.2024.100776

C. Yang, G. Xu, C. Hou, H. Zhang. Cobalt oxyhydroxide nanoflakes enable

ratiometric fluorescent assay of gallic acid, Food Chemistry:X, 24 (2024) 101843,
https://doi.org/10.1016/j.fochx.2024.101843

I. Kolak, Z. Satovi¢: Lavanda u krajobrazu; Agronomski fakultet Sveuéilista u
Zagrebu, 20 (2003) 1-2; https://hrcak.srce.hr/file/250525

V. Ljubesi¢: Cvijece koje ne sluzi samo za ukras; Glasnik zastite bilja 4 (2010).

https://hrcak.srce.hr/163368

217.

Slika preuzeta sa: Lavanda - ljekovita i iznimno Kkorisna biljka

https://www.rasadnik—milic.hr/lavanda—ljekovita—i—iznimno—korisna—biljka/

28.
29.

30.

Slika preuzeta sa: Livadna kadulja. https://www.plantea.com.hr/livadna—kadulja/

F.J. Alashti, F. Sohbatzadeh, S. Ahmadian, E. Nazifi. Enhancing the biological
activities and altering the chemical structure of clove aqueous extract prepared with
plasma-activated water as a novel technique, LWT 207 (2024) 116687.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2024.116687

N. Lomi, S.S. Jena, J.K. Mitra, S. Misra. Effect of preoperative clove oil gargle on

postoperative sore throat in adults after surgery: A randomized placebo—controlled
blinded study, JCA Advances 1 (2024) 100014.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcadva.2024.100014

67


https://doi.org/10.1016/j.bbadva.2023.100095
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2022.116943
http://dx.doi.org/10.1016/j.jelechem.2020.114186
http://dx.doi.org/10.1080/10408347.2015.1095064
https://doi.org/10.1016/j.cscee.2024.100776
https://doi.org/10.1016/j.fochx.2024.101843
https://hrcak.srce.hr/file/250525
https://hrcak.srce.hr/163368
https://www.rasadnik-milic.hr/lavanda-ljekovita-i-iznimno-korisna-biljka/
https://www.plantea.com.hr/livadna-kadulja/
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2024.116687
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcadva.2024.100014

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

M. M. Islam, Md. Ilbrahim H. Mondal:  Carboxymethyl
cellulose/polyvinylpyrrolidone bio—composite hydrogels enriched with clove bud
extracts for enhanced wound healing; Arabian J. Chem. 17 (2024) 105945.
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2024.105945

Slika preuzeta sa: Klin¢i¢ https://www.podravka.hr/namirnica/40c4fcec—610e—
11eb-90ae—0242ac12002¢/Kklincic/

C. Spence: Nutmeg and mace. The sweet and savoury spices, Int. J. Gastron. Food
Sci. 36 (2024) 100936. https://doi.org/10.1016/}.ijgfs.2024.100936

T. Bibi, A.B. Altemimi, R. Rabail, S. Munir, M.U. Shahbaz, M.K. Rizvi, M.F.
Manzoor, G. Abdi, A. Ul Hag, R. Muhammad Aadil. The therapeutic perspective of

cinnamon (Cinnamomum verum) consumption against metabolic syndrome,
J. Funct. Foods 122 (2024) 106545. https://doi.org/10.1016/j.jff.2024.106545
M. Kolovrat: Tehnologija:cimet; MESO: Prvi hrvatski ¢asopis o mesu 6 (2007)
https://hrcak.srce.hr/21285

Slika preuzeta sa: Skolska knjiga https://www.skolskiportal.hr/sadrzaj/iz—

skolskog—svijeta/cimet—jedna—od—najstarijih—mirodija/

M. Andji¢, N. Dragini¢, A. Kocovi¢, J. Jeremi¢, K. Vucicevi¢, N. Jeremi¢, V.
Krstonci¢, B. Bozin, N. Kladar, I. Capo, Lj. Andrijevi¢, D. Pecarski, S. Bolevich, V.
Jakovljevi¢, J. Bradi¢. Immortelle essential oil-based ointment improves wound
healing in a diabetic rat model, Biomed. Pharmacother 150 (2022) 112941.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.112941

M. Raji¢, M. Bili¢, K. Aldai¢, D. Simunovié, T. Pavkovi¢, S. Joki¢. Od

tradicionalne uporabe do znanstvenog znacaja: Cvijet smilja, Glasnik zastite bilja, 6
(2015). https://hrcak.srce.hr/162322

Slika preuzeta sa: Plantea — smilje. https://www.plantea.com.hr/smilje/

M. Markovi¢, S.Tali¢. Antioksidacijska aktivnost odabranih hercegovaékih vina,
Kemija u industriji, 62 (2013) 1-2.

M. Garcia—Infante, J.M. Moreno—-Rojas, J.L. Ordonez-Diaz, A. Hervalejo, E.
Romero—Rodriguez, F. J. Arenas—-Arenas. Evaluation of antioxidant properties of
thirteen orange genotypes [Citrus sinensis L. Osbeck] with juice industry interest, J.
Agric. Food Res. 18 (2024) 191491. https://doi.org/10.1016/].jafr.2024.101491

68


https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2024.105945
https://www.podravka.hr/namirnica/40c4fcec-610e-11eb-90ae-0242ac12002e/klincic/
https://www.podravka.hr/namirnica/40c4fcec-610e-11eb-90ae-0242ac12002e/klincic/
https://doi.org/10.1016/j.ijgfs.2024.100936
https://doi.org/10.1016/j.jff.2024.106545
https://hrcak.srce.hr/21285
https://www.skolskiportal.hr/sadrzaj/iz-skolskog-svijeta/cimet-jedna-od-najstarijih-mirodija/
https://www.skolskiportal.hr/sadrzaj/iz-skolskog-svijeta/cimet-jedna-od-najstarijih-mirodija/
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.112941
https://hrcak.srce.hr/162322
https://www.plantea.com.hr/smilje/
https://doi.org/10.1016/j.jafr.2024.101491

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

T.A. Enache, A.M. Oliveira—Brett. Phenol and para—substituted phenols
electrochemical oxidation pathways, J.Electroanal. Chem. 655 (2011) 9-16.
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.02.022

M. Greco, M. Fuertes—Rabanal, C. Frey, C. Del Grosso, D. Coculo, P. Moretti, P.

Saldarelli, S. Agresti, R. Caliandro, H. Melida, V. Lionetti. Phenolic compounds—
enriched extract recovered from two—phase olive pomace serves as plant
immunostimulants and broad-spectrum antimicrobials against phytopathogens
including  Xylella  fastidiosa, Plant  Stress, 14  (2024)  100655.
https://doi.org/10.1016/j.stress.2024.100655

M. Bleki¢, A. Rezek Jambrak, F. Chemat: Microwave extraction of bioactive
compounds, Croat. J. Food Sci. Technol. 3 (2011) 32-47. https://hrcak.srce.hr/70918

A. Queral-Beltran, M. Marin—Garcia, S. Lacorte, R. Tauler. UV—Vis absorption

spectrophotometry and LC-DAD-MS-ESI(+)-ESI(—) coupled to chemometrics
analysis of the monitoring of sulfamethoxazole degradation by chlorination,
photodegradation, and chlorination/photodegradation, Anal. Chim. Acta, 1276
(2023) 341563. https://doi.org/10.1016/j.aca.2023.341563

I. Dominguez—l6pez, M. Pérez and R. M. Lamuela—Raventos: Total (poly)phenol

analysis by the Folin—Ciocalteu assay as an anti—-inflammatory biomarker in
biological samples, Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 64 (2024) 20048-20054.
https://doi.org/10.1080/10408398.2023.2220031

R. Martinez—Lopez, M. G. Tuohy. Rapid and cost—efficient microplate assay for

the accurate quantification of total phenolics in seaweeds, Food Chemistry:X, 6
(2023) 100166 https://doi.org/10.1016/].fochms.2023.100166

Slika preuzeta sa: https://www.researchgate.net/figure/Redox—reaction—between—

polyphenols—and—Folin—Ciocalteu—reagent fig2 357529163

P. Svestkova, J. Balik, I. Soural. Synergistic effect of selected carboxylic acids and
phenolic compounds detected by the FRAP method, Food. Chem. Mol. Sci. 23
(2024) 101573. https://doi.org/10.1016/j.fochx.2024.101573

S. Galusi¢: Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti; University of Zagreb,

Faculty of Food Technology and Biotechnology, Zavr$ni rad (2020).
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf%3A3689/datastream/PDF/view
C.G. daRosa, C.D. Borges, R.C. Zambiazi, M.R. Nunes, E.V. Benvenultti, S.R. da

Luz, R.F. D’Avila, J.K. Rutz. Microencapsulation of gallic acid in chitosan, p—

69


https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.02.022
https://doi.org/10.1016/j.stress.2024.100655
https://hrcak.srce.hr/70918
https://doi.org/10.1016/j.aca.2023.341563
https://doi.org/10.1080/10408398.2023.2220031
https://doi.org/10.1016/j.fochms.2023.100166
https://www.researchgate.net/figure/Redox-reaction-between-polyphenols-and-Folin-Ciocalteu-reagent_fig2_357529163
https://www.researchgate.net/figure/Redox-reaction-between-polyphenols-and-Folin-Ciocalteu-reagent_fig2_357529163
https://doi.org/10.1016/j.fochx.2024.101573
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf%3A3689/datastream/PDF/view

52.
53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

cyclodextrin and xanthan. Ind. Crops Prod. 46 (2013) 138-146.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2012.12.053

Wang J. Analytical Electrochemistry. 2. New York: Wiley—VVCH; 2000. p. 37.

R. Abdel-Hamid, E.F. Newair. Electrochemical behavior of antioxidants: I.

Mechanistic study on electrochemical oxidation of gallic acid in aqueous solutions
at glassy—carbon electrode, J. Electroanal. Chem. 657 (2011) 107-112.
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.03.030

Z. Liang, H. Zhai, H. Chen, Z. Wang, S. Wang, Q. Zhou, X. Huang. A simple,
ultrasensitive sensor for gallic acid and wuric acid based on gold

microclusters/sulfonate functionalized graphene modified glassy carbon electrode
Sens. Actuators, B 224 (2016) 915-925. doi:10.1016/j.snb.2015.10.101

F. Gao, D. Zheng, H. Tanaka, F. Zhan, X. Yuan, F. Gao, Q. Wang. An
electrochemical sensor for gallic acid based on Fe,Oas/electro—reduced graphene

oxide composite: Estimation for the antioxidant capacity index of wines,
Mater. Sci. Eng., C 57 (2015) 279-287. doi:10.1016/j.msec.2015.07.025

Su, Y.-L.; Cheng, S.—H. Sensitive and selective determination of gallic acid in

green tea samples based on an electrochemical platform of poly(melamine) film
Anal. Chim. Acta, 901 (2015) 41-50. doi:10.1016/j.aca.2015.10.026

U.T. Yilmaza, A. Kekillioglu, R. Mert. Determination of Gallic acid by differential
pulse polarography: Application to fruit juices, J. Anal. Chem. 68 (2013) 1064—10609.
doi:10.1134/S1061934813120113

J. Tashkhourian, S.F. Nami—-Ana. A sensitive electrochemical sensor for

determination of gallic acid based on SiO2 nanoparticle modified carbon paste
electrode, Mater. Sci. Eng., C 52 (2015) 103-110. doi:10.1016/j.msec.2015.03.017
L.P. Souza, F. Calegari, A.J.G. Zarbin, L.H. Marcolino—Junior, M.F. Bergamini.

Voltammetric Determination of the Antioxidant Capacity in Wine Samples Using a
Carbon Nanotube Modified Electrode J. Agric. Food Chem. 59 (2011) 7620-7625.
doi:10.1021/jf2005589

70


https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2012.12.053
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.03.030
https://doi.org/10.1016%2Fj.snb.2015.10.101
https://doi.org/10.1016%2Fj.msec.2015.07.025
https://doi.org/10.1016%2Fj.aca.2015.10.026
https://doi.org/10.1134%2FS1061934813120113
https://doi.org/10.1016%2Fj.msec.2015.03.017
https://doi.org/10.1021%2Fjf2005589

	UVOD
	1. OPĆI DIO
	1.1 ELEKTROKEMIJSKE METODE
	1.2 CIKLIČKA VOLTAMETRIJA
	1.2.1 VOLTAMETRIJSKI ODZIV I REVERZIBILNOST REAKCIJE

	1.3 VOLTAMETRIJA S PRAVOKUTNIM SIGNALOM POBUDE
	1.4 GALNA KISELINA
	1.5 ZAČINI I AUTOHTONO DALMATINSKO BILJE
	1.6 ANTIOKSIDANSI
	1.7 EKSTRAKCIJA
	1.7.1  MIKROVALNA EKSTRAKCIJA

	1.8 SPEKTROFOTOMETRIJA

	2. EKSPERIMENTALNI DIO
	2.1 KEMIKALIJE I PRIPRAVA OTOPINA
	2.2 PRIPRAVA ELEKTRODA
	2.3 METODE
	2.3.1 ELEKTROKEMIJSKA MJERENJA
	2.3.2 MIKROVALNA EKSTRAKCIJA
	2.3.3 SPEKTROFOTOMETRIJSKA MJERENJA

	2.4 PRIPRAVA I KARAKTERIZACIJA REALNIH UZORAKA
	2.5 FOLIN-CIOCALTEU METODA - ODREĐIVANJE UKUPNIH FENOLA
	2.6 FRAP METODA - ODREĐIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA

	3. REZULTATI I RASPRAVA
	3.1 REZULTATI CIKLIČKE VOLTAMETRIJE I SQUARE WAVE VOLTAMETRIJE
	3.1.1 REZULTATI CIKLIČKE VOLTAMETRIJE
	3.1.2 REZULTATI VOLTAMETRIJE S PRAVOKUTNIM IZMJENIČNIM SIGNALOM POBUDE

	3.2 ANALITIČKA PRIMJENA VOLTAMETRIJSKIH METODA NA REALNIM UZORCIMA
	3.3 REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKIH MJERENJA
	3.4 USPOREDBE REZULTATA

	4. ZAKLJUČAK
	5. POPIS KRATICA I SIMBOLA
	6. LITERATURA

