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Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji osim §to sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta
biljaka, zastiti od mikroorganizama, imaju moguée blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje.
Osnovna struktura svih polifenola je aromatski prsten na koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih
skupina. Ovisno o broju prstenova koje sadrze polifenoli mogu se podijeliti u razliCite skupine.
Fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni i lignani predstavljaju osnovu raspodijelu polifenola. Rutin se
ubraja u najvec¢u skupinu polifenola, flavonoide. Naj¢e$¢e se nalazi u bilkama. Zbog svoje
karakteristicne kemijske strukture, lako oksidira te je stoga elektroaktivha vrsta. Razvijene su
razliite metode karakterizacije odnosno identifikacije i kvantifikacije rutina u razli¢itim uzorcima
kao Sto su kromatografske, elektroforeza, spektroskopske i sli€no. Danas se sve viSe primjenjuju
elektrokemijske metode, a rutin je spoj koji je elektroaktivan te je pogodan za elektrokemijske
analize. Naj¢eS¢e se primjenjuju ciklicka, diferencijalno pulsna, pravokutnovalna voltametrija te

stripping metode.

Ciklicka voltametrija je elektrokemijska metoda koja se primjenjuje za prouCavanje kinetike i
mehanizama redoks reakcija. Karakterizira je potencijal radne elektrode koji se linearno mijenja
te u trenutku kada dosegne odredenu vrijednost, mijenja se smjer promjene potencijala, prilikom
¢ega se mijeri struja koja protjeCe kroz celiju. Prikaz ciklicke voltametrije je u vidu ciklickog

voltamograma.

Pravokutnovalnu voltametriju karakterizira velika brzina, odnosno ekstremno brze promjene
potencijala. Kada se niz pravokutnovalnih pulseva doda na stepenicasti signal potencijala dobije
se signal pobude. Tijekom svakog ciklusa struja se mjeri dva puta te se dobije pravokutnovalni
voltamogram. Pravokutnovalni voltamogram karakterizira ukupna struja koja se moze razdvojiti

na anodnu i katodnu komponentu ukupne struje.

B-glukan je prirodni polimer D-glukoze, dugolan€ani polisaharid koji se nalazi u stani¢nim
stjenkama kvasca, gljivama, zitaricama i algama. -glukani kao prehrambena vlakna imaju Siroku
primjenu u medicini, prehrambenoj, ali i raznim drugim industrijama. lako postoje mnoge razlike
izmedu prehrambenih vlakana i polifenola, njihova interakcija je potencijalno korisna za

poboljSanje svojstava prehrambenih proizvoda.

Zadatak ovog diplomskog rada je bio primijeniti dvije elektrokemijske tehnike, cikliCku i
pravokutnovalnu voltametriju za karakterizaciju elektrokemijske oksidacije rutina te cikliCku

voltametriju kao tehnike za elektrokemijsko istraZivanje stabilnosti modela rutin—g-glukan.
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2.1. Elektrokemijske metode

Elektrokemijske (elektroanaliticke) metode su skupina analiti¢kih tehnika koje imaju primjenu u
razli¢itim industrijama kao Sto su farmaceutska, kemijska, prehrambena industrija i sli¢no. Vazna
svojstva ovih analitickih metoda su preciznost, visoka osjetljivost, toCnost i selektivnost. Pruzaju
brze analize uz primjenu relativno jeftinih instrumenata (Farghaly i sur., 2014.). Zeljeni podatak
(npr. aktivitet, koncentracija) o odredivanoj molekulskoj vrsti dobiva se na temelju medusobno
razmijernih elektriénih veli¢ina, pomocu elektri¢ne struje, elektricnog napona, elektricnog naboja ili

elektricnog otpora (Skoog i sur., 1999.).

Razlikuje se viSe vrsta elektroanalitiCkih metoda, ali sve metode imaju zajednicko obiljezje. Pri
provedbi elektroanalitickog postupka u elektrokemijskoj se ¢éeliji uvijek nalazi radna elektroda na
Cijoj se povrsini odvija sama elektrokemijska reakcija, a kao posljedica te elektrokemijske reakcije
javlja se analogna elektricna veli€ina, odzivni signal. Mjerenjem odzivnog signala dobiva se zeljeni
analiti¢ki ili drugi podatak o ispitivanoj otopini. Osim na radnoj elektrodi, odzivni signal moze
nastati pod utjecajem prisile izvana, odnosno pod utjecajem signala pobude koji se dovodi na
radnu elektrodu elektrokemijske ¢elije. Signali pobude mogu biti elektricne veli€ine, kemijske
veli¢ine, elektromagnetsko zraenje i promjena temperature. Danas se naj¢eSée primjenjuju
elektrokemijske ¢elije s tri elektrode odnosno tro-elektrodna éelija gdje se uz radnu elektrodu
nalaze i pomocna elektroda, pomocu koje se ostvaruje tok elektriCne struje kroz celiju, te treca,
referentna elektroda kroz koju struja elektrolize ne te€e ve¢ ima ulogu samo za regulaciju signala

pobude ili za mjerenje signala odaziva (Piljac, 2010.).

2.1.1. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (engl. Cyclic Voltammetry, CV) postala je vazna i Siroko koriS§tena u mnogim
podrucjima elektroanaliticke kemije. Rijetko se koristi za kvantitativho odredivanje, ali se Cesto
primjenjuje za proucavanje kinetike i mehanizma redoks reakcija, dobivanje viSe informacija o
kemijskim reakcijama koje se zbivaju na povrsini radne elektrode te za dobivanje informacija o
stabilnosti reakcijskih produkata. Ciklicna voltametrija je tehnika brze polarizacije, odnosno
pronalaska napona (signala pobude) pri ¢emu je smjer polarizacije napona obrnut, potencijal
radne elektrode mijenja se konstantnom brzinom u voltima po sekundi (V s™) te se mjeri protok
struje u odnosu na proteklo vrijeme (Farghaly i sur., 2014.). Budu¢i da je brzina promjene
potencijala (engl. sweep rate, scan rate) konstantna, proteklo vrijeme se moZe prevesti u

potencijal te se rezultati prikazuju kao graf ovisnosti jakosti struje o primijenjenom potencijalu,

4
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graficki prikaz odziva ciklicke voltametrije naziva se cikli¢ki voltamogram. Na Slici 1 prikazan je
karakteristiCan oblik signala odziva ciklicke voltametrije s katodnim (redukcijskim) i anodnim

(oksidacijskim) vrhom.

» ANODNI PIK

» KATODNI PIK

>

E

Slika 1. Signal odziva kod ciklicke voltametrije (Piljac, 2010)

Princip rada se sastoji od signala pobude koji neprestano mijenja smjer, najprije, kroz odredeno
vrijeme, linearno raste do odredene vrijednosti napona te kada se postigne izabrana vrijednost
potencijala, promjeni se smjer posmika potencijala. Pri povratnom posmiku potencijala razvija se
oksidacija produkta elektrodne reakcije redukcije, a u signalu odziva nastaje anodni (oksidacijski)

vrh.

Ciklicki voltamogram karakteriziraju eksperimentalne veliine, a to su omjer visine polaznog i
povratnog pika i razlika potencijala vrhova katodnog i anodnog pika. Za reverzibilni elektrodni
proces, odnos visine katodnog i anodnog pika ciklickog voltamograma, tj. omjer struja vrha pikova

prikazan je Jednadzbom 1:

& (1)

Svako odstupanje omjera struje vrha katodnog i anodnog pika od jedinice ukazuje na to da
elektrodni proces nije reverzibilan. Jednadzbom 2 prikazana je razlika potencijala vrha katodnog

(Epx) i @anodnog (Ep,a) pika za reverzibilni elektrodni proces:
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Epic = Epa=— [mV] (2)

Nacin obrade ciklickog voltamograma i mjerenje visine katodnog i anodnog pika pokazan je na
Slici 2.

Slika 2. Ciklicki voltamogram s oznaCenim potencijalima i strujama anodnog (Epa; lp.a) i

katodnog (Ep; lpx) strujnog vrha (Piljac, 2010.)

Ciklicki voltamogram je karakteriziran sljedeé¢im eksperimentalnim parametrima koji sluze kao

prosudbeni kriteriji reverzibilnosti elektrodnoga procesa:

e E,«i Ey, neovise o brzini promjene potencijala (v),
e E,«-E,,=57/zmV, kod 25°C, ne ovisi o v,

e Ly/la=1,neovisiovi

1/2
e I,/ v je konstantan, ne ovisi o v (Piljac, 2010.)
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2.1.2. Pravokutnovalna voltametrija

Pravokutnovalna voltametrija (engl. Square Wave Voltammetry, SWV) je tehnika koju karakterizira
velika brzina polarizacije. Promjene potencijala su vrlo brze zahvaljujuci frekvencijama koje mogu
varirati od 1 do 100 ciklusa u sekundi i time se vrijeme analize skracuje. Tako cijeli voltamogram
moze biti snimljen za nekoliko sekundi (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007.). Oblik naponskog signala
pobude, koji se primjenjuje na radnu elektrodu, moze se predociti kao stepenasto rastuci napon
(Ei) na koji je superponiran izmjeni¢ni pravokutni puls (AEp). Nakon svakog ciklusa napon raste za

vrijednost AEs. Na Slici 3 vidljiv je prikaz signala pobude pravokutnovalne voltametrije.

1. ciklus+e2. ciklus» 3. ciklus « 4. ciklus

Uzorkovanje struje

€4

— pri naprednoj amplitudi (/i) _

Zg \“H o

: A .

5 A

o ® AE

lag] JAEAEL o A
E, ' —!

L—o

Lo
N s
N . .
Uzorkovanje struje
pri povratnoj amplitudi (/)

Slika 3. Signal pobude pravokutnovalne voltametrije (Piljac, 2010.)

Kod opisane tehnike struja se mjeri dva puta tijekom jednog ciklusa, odnosno na kraju trajanja
izmjeni€nog pravokutnog pulsa. Znacajna prednost pravokutnovalne voltametrije u odnosu na
ostale tehnike voltametrije je da se ovom metodom, tijekom polariziranja, mozZe istraziti reverzibilni
karakter mehanizma prijenosa elektrona. 1z struje vrha mozZe se odrediti broj razmijenjenih
elektrona u elektrodnoj reakciji. S obzirom da se struja odziva moze mijeriti neovisno, pri
pozitivnom i negativhom pulsu, istodobno se mogu dobiti vrhovi koji odgovaraju oksidaciji ili
redukciji elektroaktivnih vrsta na povrsSini elektrode (Ghica i Brett, 2004.). Polazni puls proizvodi
katodnu struju dok povratni puls stvara anodnu struju, a razlika tih struja razmjerna je koncentraciji
analita u otopini te se potencijal maksimuma moze upotrijebiti za identifikaciju analita, ali i

kvantifikaciju analita (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007.).
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2.2. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi, odnosno polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji se mogu pronadéi u voéu,
povrcu, Zitaricama i pi¢ima. Kao biljni metaboliti sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka,
Stite ih od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko djelovanje), pridonose pigmentaciji biljaka,
sudjeluju u obrani od ultraljubi¢astog zracenja, ali i privlaCe oprasivace. U hrani, polifenoli mogu
pridonijeti gorcini, trpkosti, mirisu, boji i okusu te oksidacijskoj stabilnosti. Upravo su polifenoli i
drugi fenolni spojevi u hrani postali predmet sve veéeg znanstvenog interesa zbog njihovih
mogucih blagotvornih ucinaka na ljudsko zdravlje. Krajem 20. stolje¢a brojne epidemioloSke
studije sugerirale su da dugotrajna prehrana bogata biljnim polifenolima vjerojatno ima mogudi
zastitni terapeutski ucinak na razli€ite bolesti. Takoder, epidemiolo$ka istrazivanja su pokazala da
namirnice koje sadrze polifenolne spojeve imaju vjerojatni pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje kao

Sto je antiupalno djelovanje (Pandey i Rizvi, 2009.; Del Rio i sur., 2013.).

U razli¢itim biljnim vrstama pronadeno je vise od 8000 polifenolnih spojeva. Svi biljni fenolni
spojevi nastaju iz uobi¢ajenog intermedijera, fenilalanina ili bliskog preteée, Sikimske kiseline. lako
se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva, osnovna struktura svih polifenola je aromatski prsten
na koji je vezan jedan ili viSe hidroksiliranih supstituenata. Ovisno o broju prstenova koje sadrze i
na temelju strukturnih elemenata koji te prstenove povezuju, mogu se svrstati u razli€ite skupine,

stoga osim jednostavnih fenolnih molekula (Ce) takoder postoje i kompleksniji spojevi (Ce-C3-Cég)n.

Na Slici 4 prikazana je osnovna podijela polifenola (Pandey i Rizvi, 2009.; Berend i Grabari¢,
2008.).

POLIFENOLNI SPOJEVI

Fenolne kiseline Lignani

Flavonoidi Stilbeni

Flavonoli

Flavanoli

Flavoni
Flavanoni
|1zoflavoni

Antocijanidini

Slika 4. Podjela polifenolnih spojeva (Del Rio i sur., 2013.)
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Fenolne kiseline u hrani se mogu pronadi u izobilju, najjednostavniji su polifenolni spoj koji se
sastoji od aromatskog prstena koji ima najmanje jednu hidroksilnu skupinu. Dijele se na dvije vrste:

derivati hidroksibenzojeve kiseline i derivati hidroksicimetne kiseline.

Stilbeni su polifenolni spojevi koji nemaju karakteristicnu strukturu polifenola, funkcionalna
skupina im je 1,2-difenileten. Naj¢esc¢e prou€avana vrsta stilbena je resveratrol koji se prirodno

javlja u grozdu, ali i u proizvodima od grozda kao i u crvenom vinu (Manach i sur., 2004.).

Lignani su bioaktivne polifenolne tvari koje se prirodno nalaze u biljkama (najvise koncentracije u

sjemenkama sezama i lana, manje u zitaricama, vocu i povr¢u) (Pandey i Rizvi, 2009.).

Flavonoidi €ine najveéu i naj¢eSce istrazivanu skupinu polifenola koji se nalaze u biljkama
(koncentrirani u kori drveca, li¢u, cvijeéu, sjemenkama, kozi voéa). Osnovna struktura se sastoji
od dva aromatska prstena povezana piranskim prstenom, {j. struktura tvori difenilpropanski kostur
C15 (Ce-C3-Ce). U prirodi su naj¢esSce vezani s molekulama Secera te tako stvaraju glikozide, pri
¢emu je jedna ili viSe hidroksilnih skupina flavonoida vezana na molekulu Secera (Pandey i Rizvi,
2009.). Utje€u na boju i okus hrane. Zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti “hvatanja” elektrona
slobodnog radikala, aktivacije antioksidacijskih enzima, inhibicije oksidaza i sposobnosti stvaranja
kompleksa s metalnim ionima (Fe?*, Cu?*, Mg?*i Zn?*) pripisuje im se zastitna uloga u bioloSkim
sustavima (Kazazi¢, 2004.). Svi flavonoidi lako podlijezu reakcijama oksidacije ili redukcije,
odnosno elektroaktivni su te se mogu ispitati elektrokemijskim metodama (Ghica i Brett, 2004.).

Na Slici 5 prikazane su osnovne strukture navedenih polifenolnih spojeva.

FENOLNE KISELINE

R4 0
R
o =70 (0 S
OH
R Ry

0
Hidroksibenzojeva kiselina Cimetna kiselina FLAVONOIDI
H,CO O CH,0H
HO HO CH,0H
Saves S
HO 3
OH
STILBENI LIGNANI

Slika 5. Kemijske strukture osnovnih skupina polifenola



2. TEORIJSKIDIO

2.2.1. Rutin

Rutin (3', 4', 5, 7-tetrahidroksiflavon- 38-D-rutinozid) je flavon-3-ol, vrsta flavonoida, koji se nalazi
u biljkama (narocito marakuja, heljda, jabuka i €aj). Uz naziv rutin, za ovaj flavon-3-ol koriste se i
drugi nazivi kao &to su rutozid, kvercetin-3-rutinozid i soforin. Sam naziv potje€e od biljke Ruta
graveolens (smrdljiva rutvica), zimzelenog polugrma koji takoder sadrzi rutin. Prema kemijskoj
strukturi, rutin je glikozid koji se sastoji od aglikona kvercetina na Cijem je C-3 ugljikovom atomu

C prstena vezan disaharid rutinozid (Slika 6) (Ganeshpurkar i Saluja, 2017.).

OH OH

OH

Slika 6. Kemijska struktura rutina (Ghica i Brett, 2004.)

Kao jedan od bioloSki najaktivnijih flavonoida, rutin je poznat kao i vitamin P, a takoder se smatra

da je aktivirajuci faktor za vitamin C (Ghica i Brett, 2004.).

U ljudskom organizmu rutin se veZe na Zeljezov(ll) ion (Fe?*), sprieavajuci time da se Fe?* veze
na vodikov peroksid i stvori visoko reaktivni slobodni radikal koji mozZe ostetiti stanice. Neka su
istrazivanja pokazala da rutin ima Sirok spektar fizioloSkog djelovanja (antioksidacijsko,
protuupalno, antibakterijsko djelovanje). Osim toga, povecéava &vrstoéu stjenki krvnih Zila i regulira
njihovu propusnost, stoga moze smanijiti simptome mnogih drugih vaskularnih bolesti (Kangi sur.,
2002.; Medvidovi¢-Kosanovi¢ i sur., 2010.; Choi i sur., 1999.; Caltagirone i sur., 1997.; Hollmann
i Katan, 1998.).

NajceSc¢e se odredivanje rutina provodi tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl.
High-performance liquid chromatography, HPLC), kapilarnom elektroforezom i spektroskopijom.

Zbog Ccinjenice da je rutin elektroaktivan, elektrokemijske metode (cikliCka voltametrija,

10



2. TEORIJSKIDIO

diferencijalna pulsna voltametrija, pravokutnovalna voltametrija) su pogodne za njegovu

karakterizaciju.

Reakcija oksidacije flavonoida povezana je sa kemijskom strukturom u kojoj se nalazi nekoliko
slobodnih  fenolnih  hidroksilnih  skupina (o-fenolne hidroksilne skupine). Mehanizam
elektrokemijske oksidacije rutina ukljuCuje ionizaciju. Kod ionizacije se gubi proton s ciliem
nastanka monoanionske vrste koja prati 1e”/1H"* reakciju oksidacije za stvaranje radikal aniona.
Zatim dolazi do druge reverzibilne 1e- oksidacije pri ¢emu nastaje dehidrorutin koji se brzo
protonira i dehidrira $to dovodi do nastanka kona&nog produkta prolazi 3’,4’-dikinona. Flavonoidi
posjeduju moguée antioksidacijsko djelovanje jer se u njihovoj kemijskoj strukturi nalaze
hidroksilne skupine na aromatskom prstenu. Rutin sadrzi Cetiri hidroksilne skupine, koje se mogu

oksidirati na povrsini ugljikove elektrode (Kang i sur., 2002.; Ghica i Brett, 2005.).

2.3. Beta glukan (B-glukan)

B-glukan je dugolancani polisaharid, prirodni polimer D-glukoze s (1—-3), (1—4) i/ili (1—6)
glikozidnim vezama, a nalazi se u stani¢nim stienkama kvasca, gljivama, zitaricama (zob, je€am)
i algama (Wang i sur., 2014.). Dakle, ovi polisaharidi koje proizvode prokariotski i eukariotski
organizmi podijeljeni su na nekoliko vrsta s obzirom na njihove strukturne znacajke. -(1,3)-D-
glukani, koji se mogu dobiti iz zitarica, gljiva, morskih algi i kvasca i 5-(1,3)(1,6)-D-glukani, &iji je
jedan od vaznih izvora staniéna stjenka kvasca (Saccharomyces cerevisiae), najopseznije su
istrazivani. 8-(1,3)(1,4)-D-glukani preteZno su koncentrirani u stani¢nim stjenkama endosperma i
aleuronskom sloju jeéma, zobi, pSenice, sirka i drugih Zitarica. Mogu biti linearne, razgranate, ali i

ciklicke strukture koje se lako proizvode u reaktoru (Laroche i Michaud, 2007.).

OH ]
- OH .
HO'& \
HOMO “
H/Oomo OH
e OH

Slika 7. Kemijska struktura linearnog B-(1,3)-D-glukana (Laroche i Michaud, 2007.)
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2. TEORIJSKIDIO

B-glukan ima Siroku primjenu u medicini, veterini, farmaceutskoj, kozmetic¢koj i kemijskoj industriji,
kao i u proizvodnji hrane i hrane za Zivotinje (Petravi¢-Tominac i sur., 2010.). U prehrambenoj
industriji, uz klasi¢nu primjenu polisaharida kao sredstva za zgu$njavanje, 5-(1,3)-D-glukani imaju
sve veCu primjenu u proizvodnji jestivog filma i niskokaloricne hrane. IstraZivanja su se
usredotocdila na upotrebu topljivih dijetalnih vlakana, a posebice B-glukana iz Zitarica, kao
stabilizatora u proizvodniji proizvoda s niskim udjelom masti, poput preljeva za salatu, sladoleda,
jogurtai sira. Smatra se da 8-glukani imaju potencijalno pozitivan u€inak na zdravlje, mogu utjecati
na smanjenje razine kolesterola u krvi, doprinijeti imunoloSkom sustavu, djelovati
antikancerogeno, a takoder mogu pobolj3ati otpornost ljudi na bakterije ili viruse (Laroche i
Michaud, 2007.).

Razli¢ite tehnike se primjenjuju za analizu odnosno karakterizaciju B-glukana kao §to su
spektroskopske, enzimske i kromatografske (Wang i sur., 2014.).

Pojedina istrazivanja prehrambenih vlakana i B-glukana pokazala su da mogu ulaziti u interakcije
s drugim sastojcima hrane 8to ukazuje da je ta interakcija potencijalno korisna u poboljSanju
bioaktivnih i tehnoloSkih svojstava proizvoda (Quirds-Sauceda i sur., 2014.). Naj¢eS¢e veze koje
se javljaju izmedu polifenola i polisaharida su nekovalentne vodikove veze te su prisutne van der

Waalsove sile i hidrofobne interakcije (Liu i sur., 2020.).

12
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3.1. Zadatak rada

Zadatak ovog diplomskog rada bio je:

- primijeniti elektrokemijske tehnike ciklicku i pravokutnovalnu voltamateriju za
karakterizaciju rutina i modela rutin—g-glukan uz primjenu eksperimentalnih parametara
brzine polarizacije, pH vrijednosti osnovnog pufera te frekvencije pobudnog stanja i

- odredivanje stabilnosti modela rutin—B-glukan primjenom eksperimentalnih parametara
promjene pH vrijednosti i vremenskog perioda istrazivanja na izgled ciklickih

voltamograma

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije i priprema otopina

U ovom diplomskog radu koriStene su slijedeée kemikalije: rutin, B-glukan, metanol, fosfatne soli,

karbonatne soli.

Pripremljena je stock otopina rutina u metanolu HPLC ¢istoce. Radna koncentracija rutina bila je

25 mg L™, a pripremljena je u pufer otopinama pH 5,5, 7,5 i 10.

Otopina 0,1 mol L™ fosfatnog pufera pH 5,5 i 7,5 pripremljena je od natrijevog dihidrogenfosfata i
dinatrijevog hidrogenfosfata i otopina 0,1 mol L' karbonatnog pufera pH 10 pripremljena je od
natrijevog hidrogenkarbonata i dinatrijevog karbonata te su se koristile kao osnovni elektrolit za

provodenje ciklicke i pravokutnovalne voltametrije.
Za pripremu svih otopina pufera koristena je ultradista voda (vodljivost vode < 0,1 uScm™).

Model otopina pripremljena je od otopine rutina masene koncentracije 25 mg L™ i otopine -
glukana masene koncentracije 5 mg L™ te je razrijedena u odgovarajuéim pufer otopinama pH
vrijednosti 5,5, 7,5 10.

15
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3.2.2. Ciklicka voltametrija i pravokutnovalna voltametrija

Voltametrijska mjerenja ciklicke i pravokutnovalne voltametrije provedena su na uredaju
potenciostat/galvanostat yAutolab (Slika 8) uz primjenu GPES (General Purpose Electrochemical
System) programske podrske, verzija 4.9.005. (Eco Chemie B. V., Utrecht, Nizozemska). Ovaj
uredaj se Kkoristio za provodenje elektrokemijskin mjerenja, za prikupljanje i analizu
elektrokemijskih podataka. Ciklicka i pravokutnovalna voltametrija provedena je u staklenoj
stacionarnoj elektrokemijskoj éeliji tro-elektrodnog tipa (Methrohm, Svicarska) volumena 100 mL,
na radnoj elektrodi od staklastog ugljika (GCE), uz primjenu Ag/AgCl (KCI, ¢ = 3 mol L) kao

referentne elektrode i platinske elektrode kao pomocéne elektrode (Slika 9).

Prije provodenja voltametrijskih mjerenja, radna elektroda od staklastog ugljika polirana je prahom
aluminijevog oksida (promjer Cestica 0,05 um) uz dodatak ultradiste vode te isprana ultracistom
Milipore vodom. Neposredno prije SWV i CV mjerenja povrsina radne GCE elektrode dodatno je
provedeno elektrokemijsko poliranje primjenom ciklicke voltametrije viSestrukom uzastopnom
polarizacijom u Sirem rasponu potencijala od -0,2 V do 1,0 V, brzinom polarizacije od 100 mV s

s ciljem postizanja reproducibilnih rezultata elektrokemijskih mjerenja.

|

- .'-’I-'_“-l-..-

i

Slika 8. Potenciostat za provedbu elektrokemijskog istraZivanja kompjutorski kontroliran
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Slika 9. Tro-elektrodna ¢elija za provedbu ciklicke i pravokutnovalne voltametrije

Mjerni uvjeti primijenjeni na analizu ciklickom voltametrijom prikazani su u Tablici 1, dok su mjerni

uvjeti za provodenje pravokutnovalne voltametrije prikazani Tablicom 2.

Tablica 1. Mjerni parametri ciklicke voltametrije

Parametar Iznos
Pocetni potencijal (V) 0
Konacni potencijal (V) 0,8

Brzina polarizacije (V/s) 0,1
Korak potencijala (V) 0,02
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Tablica 2. Mjerni parametri pravokutnovalne voltametrije

Parametar Iznos
Pocetni potencijal (V) -0,1
Konacni potencijal (V) 0,8

Amplituda (V/s) 0,05
Korak potencijala (V) 0,002
Frekvencija (Hz) 50

18
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4.1. Elektrokemijska karakterizacija rutina cikli€ckom voltametrijom
(CV)

2.0

1.5 1

1.0 -

0.5 4

11 uA

0.0 4

-0.5

1.0 -

-1.5 -

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E !V vs. Ag/AgCI

Slika 10. Cikli¢ki voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije rutina (25 mg L") u osnovnom
elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.

(- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, - - - tre¢a polarizacija)
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Slika 11. Cikli¢ki voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije rutina (25 mg L") u osnovnom

elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.

(- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, - - - tre¢a polarizacija)
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E IV vs. Ag/AgCI
Slika 12. Cikli¢ki voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije rutina (25 mg L") u osnovnom

elektrolitu 0,1 M karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.

(- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, - - - tre¢a polarizacija)
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E IV vs. Ag/AgCl

Slika 13. Cikli¢ki voltamogram brzine polarizacije rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfathom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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E IV vs. Ag/AgCl

Slika 14. Cikli¢ki voltamogram brzine polarizacije rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfathom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 15. Cikli¢ki voltamogram brzine polarizacije rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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4.2. Elektrokemijska karakterizacija rutina pravokutnovalnom

voltametrijom (SWV)
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E/V vs. Ag/AgCl

Slika 16. Pravokutnovalni voltamogram izgleda rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfathnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 17. Pravokutnovalni voltamogram izgleda rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfatnom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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E !V vs. Ag/AgCI

Pravokutnovalni voltamogram izgleda rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 19. Pravokutnovalni voltamogram videstruke uzastopne polarizacije rutina (25 mg L") u
osnovnom elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.

(- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, - - - tre¢a polarizacija)
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Slika 20. Pravokutnovalni voltamogram videstruke uzastopne polarizacije rutina (25 mg L") u
osnovnom elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.

(- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, - - - tre¢a polarizacija)
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Slika 21. Pravokutnovalni voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije rutina (25 mg L") u
osnovnom elektrolitu 0,1 M karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice

2. (- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, - - - tre¢a polarizacija)
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Slika 22. Pravokutnovalni voltamogram rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfathom puferu pH 5,5 pri razli€itim frekvencijama, snimljen prema mjernim uvjetima iz Tablice

2,
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Slika 23. Pravokutnovalni voltamogram rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfatnom puferu pH 7,5 pri razli¢itim frekvencijama, snimljen prema mjernim uvjetima iz Tablice

2,
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Slika 24. Pravokutnovalni voltamogram rutina (25 mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M

fosfatnom puferu pH 10 pri razli¢itim frekvencijama, snimljen prema mjernim uvjetima iz Tablice

2.
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4.3. Elektrokemijska karakterizacija modela rutin—g-glukan ciklickom

voltametrijom
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Slika 25. Ciklicki voltamogram modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg L") u 0,1 M fosfatnom

puferu pH 5,5 kroz vremenski period (0-16 sata), snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 26. Cikli¢ki voltamogram modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg L") u 0,1 M fosfatnom

puferu pH 7,5 kroz vremenski period (0-16 sata), snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 27. Cikli¢ki voltamogram modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mgL")u 0,1 M
karbonatnom puferu pH 10 kroz vremenski period (0-16 sata), snimljen pri mjernim uvjetima iz
Tablice 1.
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U ovom diplomskom radu provedeno je elektrokemijsko istrazivanje stabilnosti modela rutin—g3-
glukan primjenom ciklicke i pravokutnovalne voltametrije. Da bi se istrazila stabilnost modela
rutin—pB-glukan provela se i elektrokemijska karakterizacija rutina primjenom istih tehnika
voltametrije uz slijedece eksperimentalne parametre: utjecaj brzine polarizacije, utjecaj promjene

pH vrijednosti osnovnog pufera te frekvencije pobudnog signala.

5.1. Elektrokemijska karakterizacija rutina cikliCkom voltametrijom
(CV)

Na Slikama 10-12 prikazani su ciklicki voltamogrami viSestruke uzastopne polarizacije rutina (25
mg L") u osnovnom elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5 i pH 7,5 te u 0,1 M karbonatnom
puferu pH 10 pri mjernim parametrima prikazanim u Tablici 1. 1z cikli¢kih voltamograma viSestruke
uzastopne polarizacije rutina moze se uociti da u drugoj i tre¢oj uzastopnoj polarizaciji dolazi do
opadanija strujnog odziva i neznatnog pomaka elektrodnog potencijala prema nizim vrijednostima
jer vjerojatno dolazi do nastanka oksidacijskih produkata na povrsini radne elektrode te je oteZana
difuzija analita kroz otopinu do povrsine radne elektrode. U pH 5,51 7,5 moze se uociti jedan jasno
izrazeni oksidacijski i jedan jasno izrazeni redukcijski pik Sto govori da je prisutan reverzibilni
proces na povrsini radne elektrode. U pH 10 uoCava se samo jedan jasno izraZeni oksidacijski
pik, dok nije primije¢éen redukcijski pik. Utjecaj pH otopine moze se objasniti pomocu
distribucijskog dijagrama rutina koji se kreira na temelju p K, vrijednosti rutina te su promjene u
molekuli rutina povezane sa strukturalnim transformacijama molekule rutina koja je do pH
vrijednosti 6 neutralna molekula, a povecanjem pH vrijednosti molekula rutina prelazi u anionski
oblik (Mielczarek, 2005).

Ispitan je utjecaj brzine polarizacije na ciklicke voltamograme rutina (25 mg L") u 0,1 M fosfatnom
puferu pH 5,5 (Slika 13) i pH 7,5 (Slika 14) te u 0,1 M karbonatnom puferu pH 10 (Slika 15) u
rasponu od 50, 751 100 mV s te se uoc¢ava da porastom brzine polarizacije raste strujni odziv, a
elektrodni potencijal se nezamjetno mijenja prema pozitivnijim vrijednostima. U pH 10 uoCava se
jednak izgled ciklickog voltamograma rutina kao i kod viSestruke uzastopne polarizacije, samo &to
se pri viSim brzinama polarizacije razvija jo$ jedan pik na potencijalu oko 0,600 V $to moze biti

razlog nastanka novih oksidacijskih spojeva na povrsini radne elektrode (Adam i sur., 2007.).
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5.2. Elektrokemijska karakterizacija rutina pravokutnovalnom

voltametrijom (SWV)

Pravokutnovalni voltamogrami rutina prikazani su na Slikama 16—18 u puferskim otopinama pH
5,5, 7,5 i 10 prema eksperimentalnim parametrima prikazanim u Tablici 2. Prema izgledu
pravokutnovalnih voltamograma rutina u svim ispitanim pH vrijednostima otopine moze se uogiti
jedan jasno izrazeni odziv ukupne struje na potencijalu oko 0,380 V, odnosno 0,280 V odnosho
0,180 V. Ukupna struja se moZe razdvojiti na anodnu i katodnu struju te pomak potencijala govori

da je prisutna reverzibilna elektrokemijska reakcija na povrsini radne elektrode.

Zatim je ispitan utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na pravokutnovalne voltamograme rutina
u 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5 (Slika 19) i pH 7,5 (Slika 20) i 0,1 M karbonatnom puferu pH 10
(Slika 21) te se moze uociti da porastom pH vrijednosti otopine ukupna struja rutina smanijuje te
se potencijal pomi¢e prema nizim vrijednostima. Takoder, utjecaj viSestruke uzastopne
polarizacije rutina u drugoj i treéoj polarizaciji pokazuje opadanje ukupnog strujnog odziva i
neznatni pomak potencijala prema vec¢im vrijednostima $to govori o otezanoj difuziji

elektroaktivnih tvari iz otopine prema povrsini radne elektrode te je stoga ukupni strujni odziv nizi.

Nadalje, ispitan je utjecaj frekvencije pobudnog signala na pravokutnovalne voltamograme rutina
prikazanih na Slikama 22-24. Pomoc¢u ovog parametra moze se pratiti proces kinetike
elektrokemijske reakcije na povrsini radne elektrode. Utjecaj promjene brzine polarizacije odnosno
utjecaj frekvencije pobudnog signala koji je povezana s efektivnom brzinom polarizacije pracen je
u podrudju od 50 do 100 Hz. Iz grafiCkih prikaza moze se uoditi da povecéanjem frekvencije

pobudnog signala dovodi do povecanja ukupnog strujnog odziva.

Stoga na osnovi provedenih elektrokemijskih ispitivanja rutina se moze zakljuciti da se na povrsini
radne elekirode od staklastog ugljika odvija reverzibilna elektrokemijska reakcija putem 2e-2H*

mehanizmom kontroliranim difuzijom elektroaktivnih tvari iz otopine na radnu elektrodu.

5.3. Elektrokemijska karakterizacija modela rutin—g-glukan ciklickom

voltametrijom (CV)

Provedena je elektrokemijska karakterizacija modela modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg
L") u razligitim vrijednostima pH otopina (pH 5,5, 7,5 i 10) i kroz razli¢iti vremenski period
istrazivanja (0, 1, 2, 5i 16 sati) da bi se odredila elektrokemijska stabilnost ispitanog modela, a uz

primjenu cikliCke voltametrije pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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Na Slikama 25, 26 i 27 prikazani su ciklicki voltamogrami modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5
mg L") iz kojih se moZe uoditi prisustvo jednog oksidacijskog i jednog redukcijskog pika dok kod
pH 10 se uoava samo jedan oksidacijski pik, a jednako je uoCeno i kod molekule rutina. U
usporedbi modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg L") s molekulom rutina moZe se uoditi da se
potencijal modela i molekule rutina slazu odnosno da je primjetan neznatni pomak potencijala
prema viSim vrijednostima u odnosu na molekulu rutina 8to govori da kemijska struktura modela
rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg L") utjeCe na elektrokemijsku reakciju na povrsini radne
elektrode. No zbog moguénosti razdvajanja ukupne struje modela rutin (25 mg L) —B-glukan (5
mg L") na anodnu i katodnu moze se zakljuditi da je proces reverzibilan osim u pH 10 kada je
ireverzibilan.

Utjecaj vremena ispitivanja na ciklike voltamograme modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg
L") pokazao je da je u sva tri ispitana pH, vrijednost ukupne struje najniza u $esnaestom satu
ispitivanja vjerojatno zbog znacajne promjene u kemijskoj strukturi modela rutin (25 mg L") —g-

glukan (5 mg L").
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Ciklicki voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije rutina u 0,1 M fosfathom puferu pH
5,51 pH 7,5 karakterizira jedan anodni i jedan katodni strujni pik $to ukazuje da je prisutan
reverzibilni proces na povrsini radne elektrode, dok u pH 10 karakterizira samo prisustvo
jendog anodnog strujnog pika.

e Ciklicki voltamogrami viSestruke uzastopne polarizacije rutina u svim ispitanim pH
vrijendsotima otopina prikazuju pad strujnog odziva pri drugoj i treoj polarizaciji $to
ukazuje na nastanak oksidacijskih produkata na povrsini radne elektrode.

e Utjecaj brzine polarizacije na ciklicke voltamograme rutina (25 mg L") pri ispitivanim pH
vrijednostima (pH 5,5, 7,5 i 10) ukazuje da porastom brzine polarizacije raste strujni odziv.

e Izgled pravokutnovalnih voltamograma rutina (25 mg L") u svim ispitanim pH vrijednostima
otopina prikazuje jedan jasno izrazeni odziv ukupne struje.

o Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na pravokutnovalne voltamograme rutina (25 mg
L") pokazuje da porastom pH vrijednosti otopine ukupna struja rutina se smanjuje te se
potencijal pomiCe prema nizim vrijednostima $to govori da se na povrsini radne elektrode
nalazi sloj nastalih oksidacijskih produkata koji oteZzavaju difuziju elektroaktivnih tvari kroz
otopinu do povrsine radne elektrode.

¢ Utjecaj frekvencije pobudnog signala na pravokutnovalne voltamograme rutina (25 mg L-
') ukazuje da povecanjem frekvencije pobudnog signala dolazi do povecanja ukupnog
strujnog odziva.

e Takoder, iz cikliGkih voltamograma modela rutin (25 mg L") —B-glukan (5 mg L") moze se
uoCiti jasno izrazeni anodni i katodni strujni pik $to ukazuje na reverzibilnost procesa, dok
je pri pH 10, isto kao i kod molekule rutina, vidljiv samo jedan anodni strujni pik te je proces
ireverzibilan.

e Vrijeme ispitivanja utje¢e na ciklicke voltamograme modela rutin (25 mg L) —B-glukan (5
mg L") tako da je pri svim ispitivanim pH vrijednostima (pH 5,5, 7,5, 10) vrijednost ukupne

struje najniza u Sesnaestom satu.
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