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1.UvVOD



Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka. Prema kemijskoj strukturi razlikuju se s obzirom na
prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih benzenskih prstenova te se mogu podijeliti na fenolne
kiseline, flavonoide, stilbene i lignane. Polifenoli u biljkama djeluju kao signalne molekule,
sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka, Stite biljku od infekcija mikroorganizmima, djeluju
kao zastitni agensi od UV zracenja, pridonose pigmentaciji biljaka i slicno (Berend i Grabaric,
2008). Epidemioloska istrazivanja autora Minussi i suradnika (2003.) te Higdon i suradnika (2003.)
su pokazala da neki polifenoli iz biljaka imaju vjerojatno pozitivan u¢inak na zdravlje ljudi kao sto

je protuupalni ucinak.

Klorogenska kiselina ubraja se u skupinu fenolnih kiselina odnosno u hidroksicimetne kiseline
(Namazian i Zare, 2005). Predstavlja ester kafeinske i kina kiseline (Gil i Wianowska, 2017).
Epidemioloske studije pokazale su moguci pozitivan utjecaj unosa izvora klorogenske kiseline na
ljudski organizam te je kao dodatak svoju primjenu nasla u farmaciji (dodaci prehrani, kozmetika)
i prehrambenoj industriji (Gil i Wianowska, 2017). lIzvori klorogenske kiseline su razli¢ito voce,

povrce i biljke medu kojima prema sadrzaju se istice kava (Veljkovic i sur., 2018).

Danas su prisutne razliCite tehnike identifikacije i kvantifikacije klorogenske kiseline iz uzoraka

biljaka i hrane, a isti¢u se kromatografija, spektroskopija i elektrokemijske metode.

B-glukan je dugolancani polisaharid koji se prirodno nalazi i izolira iz stani¢ne stjenke kvasca
(Saccharomyces cerevisiae), zitarica (zob, je¢am), gljiva (reishi, shiitake i maitake) i nekih vrsta
algi. Razlikuju se dva oblika glukana, netopivi oblik izoliran je iz kvasca, dok je topivi (1,3-1,4-
B8—glukan) izoliran iz gljiva (shiitake, reishi, maitake) i Zitarica (zob i je¢am). U prehrambenoj
industriji se koriste kao aditivi za hranu u proizvodima kao Sto su preljevi za salate, smrznuti

deserti, kiselo vrhnje i sirni namazi (Petravi¢-Tominac i sur., 2010).

Zadatak ovog diplomskog rada je ispitati elektrokemijsko ponaSanje modela klorogenska
kiselina—8-glukan u razli¢itim pH vrijednostima inertnog elektrolita i u odredenom vremenskom
periodu da bi se odredila stabilnost ovog modela te provesti elektrokemijsku oksidaciju
klorogenske kiseline. Klorogenska kiselina je izabrana kao jedna od predstavnica hidroksicimetnih

kiselina, a 8-glukan kao jedan od predstavnika prehrambenih vlakana.



2. TEORUSKI DIO



2.1. HIDROKSICIMETNE KISELINE

Fenolne kiseline dijele se na derivate hidroksicimetne i derivate hidroksibenzojeve kiseline.
Rasprostranjene su u vocu i povréu, a njihov sadrzaj je razli¢it. Eksperimentalna i epidemioloska
istrazivanja pokazala su mogudi zastitni utjecaj unosa fenolnih kiselina na ljudski organizam (Lafay

i Gil-lzquierdo, 2008).
Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina prikazana je na Slici 1. Hidroksicimetne kiseline

nalaze se u listovima €aja, kavi, crnom vinu, povrcu i cjelovitim Zitaricama (Teixeira i sur., 2013).

R4

R3 C COOH
N

R2 R1

Slika 1 Kemijska struktura hidroksicimetne kiseline

Znacajni predstavnici skupine hidroksicimetnih kiselina su p-kumarinska, kafeinska, feruli¢na,

sinapi¢na i klorogenska kiselina (Teixeira i sur., 2013).

S obzirom na to da su hidroksicimetne kiseline spojevi koji pokazuju elektroaktivno djelovanje,
primjena elektrokemijskih tehnika moZe biti pogodna za proucavanje mehanizama reakcije
oksidacije odnosno redukcije. Glavna strukturna znacajka odgovorna za potencijalno
antioksidativno djelovanje derivata hidroksicimetne kiseline je broj i mjesto hidroksilnih skupina
prisutnih u molekuli te potencijalno mogu zaustaviti nastanak slobodnih radikala (Teixeira i sur.,

2013).
Kafeinska kiselina

Kafeinska kiselina (3,4-dihidroksicimetna kiselina) je organski spoj iz skupine hidroksicimetnih,

fenolnih kiselina (Slika 2).



OH
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Slika 2 Kemijska struktura kafeinske kiseline

Prirodni izvori kafeinske kiseline su eukaliptus, slatkovodne paprati, gljive, kava, arganovo ulje,
trave poput timjana, kadulje i metvice, zacini poput cimeta, sjemenke suncokreta, crveno vino,
sok od sljive, americ¢ka crna divlja tresnja, brusnice, je€am i raz, borovnice, jabuke, jabukovaca i

propolis. (Magnani i sur., 2014).
p-Kumarinska kiselina

p-Kumarinska kiselina (Slika 3) je fenolni spoj koji se nalazi u gljivama, Zitaricama (kukuruz, riza,
zob i pSenica), vocu (jabuke, kruske i grozde) i povréu (mrkva, krumpir, grah, luk i raj¢ica) (Shenab

i sur., 2019).

OH

HO

Slika 3 Kemijska struktura p-kumarinske kiseline
Ferulicna kiselina

Feruli¢na kiselina (Slika 4) pripada skupini fenolnih kiselina i nalazi se u biljnim tkivima. Najcesce
se nalazi u cjelovitim Zitaricama, Spinatu, persSinu, grozdu, rabarbari i sjemenkama Zitarica,
uglavnom pSenice, zobi, razZi i jeéma. Feruli¢na kiselina se lako apsorbira i ostaje u krvi dulje od
bilo koje druge fenolne kiseline. Smatra se moguéim jakim antioksidansom, sportski je dodatak
jer vjerojatno moze neutralizirati slobodne radikale u misiénom tkivu (ublaZiti umor misica).

Upotrebljava se u farmaciji i prehrambenoj industriji. Takoder se primjenjuje u formulacijama za



njegu koZe kao fotozastitno sredstvo (kreme za suncanje) te za odgadanje procesa starenja koze

(Zdunska i sur., 2018).

H,CO .
OH

HO

Slika 4 Kemijska struktura feruli¢ne kiseline

2.1.1. KLOROGENSKE KISELINE

Klorogenske kiseline (eng. Chlorogenic acids, CGAs) su esteri hidroksicimetnih kiselina (najcesce
kafeinske, feruli¢ne i p-kumarinske kiseline) i kina kiseline (Gil i Wianowska, 2017). One su bioloski
vazni fenolni spojevi prisutni u razli¢itim biljnim vrstama. Najzastupljenija klorogenska kiselina
(Slika 5) u biljnom materijalu je 5-O-kafeoilkina kiselina (5-CQA) (Vermerris i Nicholson, 2006).

OH

AOH

HOOC.

OH OH

OH

Slika 5 Strukturna formula klorogenske kiseline, 5-O-kafeoilkina kiselina

Kemijsku strukturu klorogenskih kiselina ¢ine jedna ili dvije kateholne skupine s dvije -OH skupine
u orto polozaju (Vermerris i Nicholson, 2006). Neki od izvora klorogenske kiseline su kava, zeleni

¢aj, voée i povrée. Do danas provedene su brojne epidemioloske studije u vezi utjecaja



klorogenskih kiselina na zdravlje, pa je tako jedna studija pretpostavila da bi klorogenske kiseline
mogle biti od pomoci u borbi protiv pretilosti no potrebna su daljnja istrazivanja (Thom, 2007).
Nadalje, istraZivano je moguce antioksidativno, antibakterijsko, protuupalno, neuroprotektivno,
antivirusno djelovanje klorogenske kiseline na ljudski organizam (Naveed i sur., 2017).
Klorogenska kiselina, dobivena iz ekstrakta zelene kave, pokazala je mogucu ucinkovitost u borbi
protiv visokog krvnog tlaka (hipertenzija) i koristi se kao moguca prevencija u sprjec¢avanju nekih

drugih kronicnih bolesti (Higdon i Frei, 2006).

2.2. PREHRAMBENA VLAKNA

Prehrambena vlakna su jestivi dijelovi biljaka odnosno ugljikohidrati koji potpuno ili djelomi¢no
fermentiraju u debelom crijevu. Prehrambena vlakna ukljucuju polisaharide, oligosaharide,
lignin. Mogu biti topljiva i netopljiva u vodi (De Vries, 2001). Topljiva vlakna su 8-glukan, pektin,
gume, biljni lijepak i ona fermentiraju. Netopljiva vlakna su celuloza, hemiceluloza, lignin i ona
djelomi¢no fermentiraju. Prehrana bogata vlaknima, poput Zitarica, orasastih plodova, voéa i
povrca, ima mogudi pozitivan ucinak na zdravlje (protiv nekih bolesti probavnog i krvoZilnog
sustava) (Othles i Ozgoz, 2014). Prehrambena vlakna se koriste u pekarskim proizvodima,
napitcima, desertima, mesnim proizvodima i sliéno. Utjecaj razliCitih postupaka prerade
(ekstruzija, konzerviranje, mljevenje, przenje) mijenja fizikalno-kemijska svojstva prehrambenih
vlakana i poboljsava njihovu funkcionalnost. Prehrambena vlakna mogu se odrediti razli¢itim
instrumentalnim tehnikama, kao Sto su enzimske, gravimetrijske i enzimsko-kemijske metode

(Dhingrai sur., 2012).

2.2.1. 8-GLUKAN

B-glukan (Slika 6) je dugolancani polisaharid koji se prirodno nalazi i dobiva iz stani¢ne stjenke

kvasca (Saccharomyces cerevisiae), a nalazi se u zZitaricama (zob, je¢am), gljivama (reishi, shiitake



i maitake) i u nekim vrstama algi. Oznake 1,3 i 1,6 oznacavaju da su molekule glukoze medusobno

povezane na ugljikovim atomima C1i C3, odnosno C1i C6 (Ahmad i sur., 2012).
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Slika 6 Kemijska struktura 8 — glukana iz kvasca (WEB 1)

U prehrambenoj industriji se koristi kao aditiv za hranu u proizvodima kao $to su preljevi za salate,

smrznuti deserti, kiselo vrhnje i sirni namazi (Ahmad i sur., 2012).

2.3. METODE ZA ODREDIVANIJE POLIFENOLNIH SPOJEVA

Do danas su razvijene razliCite instrumentalne tehnike za odredivanje odnosno identifikaciju i
kvantifikaciju polifenolnih spojeva. Najéesc¢e se u tu svrhu primjenjuju kromatografske tehnike
odnosno tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), spektroskopske tehnike
(spektrofotometrija, spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije, masena spektrometrija),
kapilarna elektroforeza te elektrokemijske tehnike (potenciometrija, voltametrija, stripping

metode) (Ignatisur., 2011.)

2.3.1. Elektrokemijske metode

Elektrokemijske metode su instrumentalne tehnike cija je prednost osjetljivost, tocnost,
preciznost i selektivnost. Analiza je brza, a instrumenti relativno jeftini. Pojedine elektrokemijske
metode temelje se na principu kontinuirane promjene primijenjenih potencijala u okolini

elektroda-otopina i izmjerene struje (Farghaly i sur., 2014).



Elektrokemijske metode predstavljaju dobru usporednu metodu ostalim instrumentalnim
tehnikama jer nema znacajne i komplicirane pripreme uzoraka (razaranje organskih tvarii slicno).
Upravo zbog svojih prednosti: brzine, preciznosti, selektivnosti, osjetljivosti su ¢esto metode od
izbora. NajceS¢e se koriste voltametrijske metode (ciklicka, diferencijalna pulsna,

pravokutnovalna), potenciometrijske i amperometrijske metode (Kilmartin, 2001.).

Elektrokemijska mjerenja provode se u elektrokemijskoj ¢eliji sastavljenoj od posude koja sadrzi
otopinu koja je najéesce ionski vodi¢. S obzirom na protok elektri¢ne struje, elektrokemijske
metode se dijele na one kod kojih kroz elektrokemijsku éeliju prolazi i ne prolazi elektri¢na struja.
Metode kod kojih nema protoka elektri¢ne struje, elektri¢ni napon koji nastaje izmedu elektroda
uspostavlja se spontano odvijanjem elektrokemijskih reakcija na elektrodama. Elektrokemijske
metode kod kojih postoji tok elektricne struje kroz elektrokemijsku ¢eliju, a i vanjski elektri¢ni
krug zbog primjene napona iz vanjskog izvora, uzrokuje elektrokemijske reakcije na elektrodama
odnosno reakcije oksidacije i redukcije. Mjerena fizikalna veli¢ina je odziv sustava u celiji na
vanjski signal pobude. Ako je signal pobude elektriéni napon, kroz radnu ée elektrodu prolaziti
elektri¢na struja, ¢ija jakost ovisi o obliku naponskog signala pobude, vrsti primijenjene elektrode
i koncentraciji elektroaktivnih ¢estica. Prema tome, rezultirajuca fizikalna veli¢ina, odnosno signal

odziva je elektri¢na struja (Piljac, 2010).
Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (CV) je metoda koja je naj¢eSce koriStena za odredivanje svojstava i
karakteristika elektrokemijskih procesa. Signal pobude je linearno promjenjivi potencijal, a signal
odziva je jakost struje. Ovisno o informacijama koje se Zele dobiti, moZe se koristiti jedan ili viSe

ciklusa. Graficki prikaz odziva naziva se ciklicki voltamogram (Slika 7).
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Slika 7 Ciklicki voltamogram (WEB 2)

Iz snimljenih cikli¢kih voltamograma pri razli¢itim brzinama posmika potencijala te iz snimanja

voltametrijskih odziva uz ponavljani posmik potencijala brzo i jednostavno se dobiju parametri za

utvrdivanje mehanizma

elektrodne reakcije (Piljac, 2010).

Pravokutnovalna voltametrija

Pravokutnovalna voltametrija (SWV) je jedna od vaznih instrumentalnih metoda. Signal pobude i

vremena uzorkovanja struje u pravokutnovalnoj voltametriji je prikazan na Slici 8.
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Slika 8 Prikaz signala pobude i vremena uzorkovanja struje u pravokutnovalnoj voltametriji

(Piljac, 2010.)

Glavna prednost ove metode je velika brzina polarizacije odnosno brzo snimanje
pravokutnovalnih voltamograma te moguénost razdvajanja ukupne struje na anodnu i katodnu

komponentu struje (Brett i Oliveira Brett, 1994).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog diplomskog rada je bio ispitati elektrokemijsko ponasanje modela klorogenska

kiselina — B-glukan u smislu:

utjecaja visestruke uzastopne polarizacije,

- utjecaja brzine polarizacije

- promjene pH osnovnog elektrolita

- te utjecaja razli¢itog vremenskog perioda primjenom elektrokemijskih tehnika ciklicke

voltametrije i pravokutnovalne voltametrije , a s ciljem odredivanja stabilnosti modela.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Kemikalije i priprema otopina

Otopine koje su se koristile tijekom ovog diplomskog rada su klorogenska kiselina, 8-glukan,

ultradista voda, karbonatni pufer i fosfatni pufer.

Koridtena je otopina fosfatnog pufera (PBS) koncentracije 0,1 mol L! pH vrijednosti 5,5 i 7,5.
Otopina PBS pufera pripremljena je od natrijevog dihidrogenfosfata i dinatrijevog
hidrogenfosfata. Za pripremu otopine PBS pufera koristena je ultracista voda (vodljivost vode <

0,1 uScm).

Takoder je koristena otopina karbonatnog pufera koncentracije 0,1 mol L™ pH vrijednosti 10.
Pripremljena je od natrijevog hidrogenkarbonata i dinatrijevog karbonata. Za pripremu otopine

karbonatnog pufera koristena je ultradista voda (vodljivost vode < 0,1 uS cm™).

Model otopina pripremljena je od otopine klorogenske kiseline masene koncentracije 25 mg L i
otopine B-glukana masene koncentracije 5 mg L te je razrijedena u odgovarajuéim pufer

otopinama pH vrijednosti 5,5, 7,5 10.

13



3.2.2. Ciklicka i pravokutnovalna voltametrija

Voltametrijska mjerenja (SWV i CV) provedena su na uredaju potenciostat/galvanostat pAutolab
uz primjenu GPES (General Purpose Electrochemical System) programske podrske, verzija
4.9.005. (Eco Chemie B. V., Utrecht, Nizozemska), koji je sluZio za provodenje mjerenja te
prikupljanje i analizu elektrokemijskih podataka. Elektrokemijska mjerenja provedena su u
staklenoj stacionarnoj elektrokemijskoj céeliji tro-elektrodnog tipa (Methrohm, Svicarska)
volumena 100 mL, na radnoj elektrodi od staklastog ugljika (GCE), uz primjenu Ag/AgCl (KCl, c =

3 mol L'!) kao referentne elektrode i platinske elektrode kao pomoéne elektrode.

Ciklicka i pravokutnovalna voltametrija provodila se pomocu elektrokemijskog uredaja,

potenciostata ( Slika 9), a sastoji se od racunala, potenciostata i elektrokemijske éelije.

|

Slika 9 Potenciostat

Prije provodenja voltametrijskih mjerenja, radna elektroda od staklastog ugljika polirana je
prahom aluminijevog oksida (promjer Cestica 0,05 um) uz dodatak ultraciste vode te potom
isprana ultradistom vodom te je uronjena u stacionarnu elektrokemijsku celiju u otopinu
osnovnog elektrolita (PBS pufera). Neposredno prije SWV i CV mjerenja povrsina radne GCE
elektrode dodatno je elektrokemijski polirana primjenom ciklicke voltametrije (CV) viSestrukom

uzastopnom polarizacijom s ciljem postizanja reproducibilnih rezultata.
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U Tablici 1 prikazani su eksperimentalni uvjeti ciklicke voltametrije (CV).

Tablica 1. Eksperimentalni uvjeti CV

Parametar Iznos
Pocetni potencijal oV
Konacni potencijal 1V

Korak potencijala, AE 0,02V
Brzina polarizacije 0,1Vs?

Eksperimentalni uvjeti pravokutnovalne voltametrije (SWV) prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Eksperimentalni uvjeti SWV

Parametar Iznos
Pocetni potencijal -0,2V
Konacni potencijal 0,6V

Korak potencijala, AE 0,002V

Amplituda 0,05V st

Frekvencija, f 50 HZ




4. REZULTATI



4.1. Ciklicka voltametrija klorogenske kiseline
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Slika 10 Cikli¢ki voltamogram visestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline (25 mg L)
u osnovnom elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice
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Slika 11 Cikli¢ki voltamogram brzine polarizacije klorogenske kiseline (25 mg L'!) u osnovnom

elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 12 Cikli¢ki voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline (25 mg L)
u osnovnom elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice
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Slika 13 Cikli¢ki voltamogram brzine polarizacije klorogenske kiseline (25 mg L'!) u osnovnom

elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 14 Cikli¢ki voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline (25 mg L)
u osnovnom elektrolitu 0,1 M karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz

Tablice 1.
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Slika 15 Cikli¢ki voltamogram brzine polarizacije klorogenske kiseline (25 mg L'!) u osnovhom

elektrolitu 0,1 M karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 1.
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4.2. Pravokutnovalna voltametrija klorogenske kiseline
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Slika 16 Pravokutnovalni voltamogram izgleda klorogenske kiseline (25 mg L'!) u osnovhom

elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 17 Pravokutnovalni voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline
(25 mg L'Y) u osnovnom elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 5,5, snimljen pri mjernim

uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 18 Pravokutnovalni voltamogram izgleda klorogenske kiseline (25 mg L'!) u osnovhom

elektrolitu 0,1 M fosfatnom puferu pH 7,5, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 19 Pravokutnovalni voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline

(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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Slika 20 Pravokutnovalni voltamogram izgleda klorogenske kiseline (25 mg L'!) u osnovhom

elektrolitu 0,1 M karbonatnom puferu pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 21 Pravokutnovalni voltamogram viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline
(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 22 Graficki prikaz ovisnosti Iy i E, 0 Vf o prilikom pravokutnovalne voltametrije klorogenske

kiseline (25 mg L'!) u 0,1 M fosfatnim puferima pH 5,5i pH 7, 5 te u 0,1 M karbonatnom puferu

pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 23 Graficki prikaz ovisnosti Iy i E, 0 pH prilikom pravokutnovalne voltametrije klorogenske

kiseline (25 mg L) u 0,1 M fosfatnim puferima pH 5,5 i pH 7, 5 te u 0,1 M karbonatnom puferu

pH 10, snimljen pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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4.3. Ciklicka voltametrija modela klorogenska kiselina—8-glukan
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Slika 24 Cikli¢ki voltamogram modela klorogenska kiselina (25 mg L't)—8-glukan (5 mg L'Y) u 0,1

M fosfatnom puferu pH 5,5 kroz vremenski period od 16 h, snimljen pri mjernim uvjetima iz

Tablice 1. (— Oh, — 1h, — 2h, — 5h, — 16h)
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Slika 25 Cikli¢ki voltamogram modela klorogenska kiselina (25 mg L'*)—68-glukan (5 mg L'!) u 0,1

M fosfatnom puferu pH 7,5 kroz vremenski period od 16 h, snimljen pri mjernim uvjetima iz

Tablice 1. (— Oh, — 1h, — 2h, — 5h, — 16h)
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Slika 26 Cikli¢ki voltamogram modela klorogenska kiselina (25 mg L'*)—68-glukan (5 mg L'!) u 0,1
M karbonatnom puferu pH 10 kroz vremenski period od 16 h, snimljen pri mjernim uvjetima iz

Tablice 1. (— Oh, — 1h, — 2h, — 5h, — 16h)
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5.RASPRAVA



U ovom diplomskom radu provedeno je elektrokemijsko ispitivanje modela klorogenska
kiselina—8-glukan s ciljem utvrdivanja elektrokemijskog ponasanja modela prema zadanim
eksperimentalnim parametrima primjenom ciklicke voltametrije. Da bi se ovo istraZivanje
provelo, ucinjena je i elektrokemijska analiza klorogenske kiseline prema zadanim
eksperimentalnim parametrima u smislu viSestruke uzastopne polarizacije, frekvencije pobudnog

signala i brzine polarizacije primjenom ciklicke voltametrije i pravokutnovalne voltametrije.
5.1. Ciklicka voltametrija klorogenske kiseline

Ciklicki voltamogrami klorogenske kiseline (25 mg L) prikazani su na Slikama od 10 do 15.
Klorogenska kiselina (25 mg L) ispitana je u podruéju pH vrijednosti od pH 5,5 do pH 10 u 0,1 M

fosfatnom odnosno karbonatnom puferu, a prema eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 1.

Mehanizam oksidacije klorogenske kiseline (Slika 27) je sloZen te se odvija u viSe koraka

(Namazian i Zare, 2005; Yardim, 2012).

OH OH (e} o]
OH o o o
e, -H" e, -H*
. — —_—
+e, +H* +e, +H'
R R R R

Kateholna struktura Fenoksi radikal Fenoksi diradikal o-kinonska struktura

Slika 27 Mehanizam oksidacije klorogenskih kiselina

Iz Slike 27 se uocava da se u prvom stupnju otpusta jedan elektron i jedan proton te nastaje
nestabilan fenoksi radikal nakon ¢ega dolazi do daljnjeg otpustanja jos jednog elektrona i protona
i nastajanja? nestabilnog fenoksi diradikala koji se stabilizira nastajanjem o-kinonske strukture.
Ovi stupnjevi predstavljaju reverzibilnu elektrokemijsku reakciju. Stoga, mehanizam
elektrokemijske oksidacije klorogenskih kiselina se odvija reverzibilnim 2e™-2H* mehanizmom i

ukljucuje oksidaciju dvije —OH skupine u o-poloZaju klorogenskih kiselina u o-kinonsku strukturu.

Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline ispitan je tako da je provedena
uzastopna polarizacija u istoj otopini bez zasebnog poliranja radne elektrode izmedu polarizacija
u 0,1 M fosfatnim puferima pH 5,5 i pH 7,5 te u 0,1 M karbonatnom puferu pH 10. Ciklicki

voltamogrami viSestruke uzastopne polarizacije klorogenske kiseline prikazani su na Slikama 10,
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12 14. Iz cikli¢kih voltamograma uocava se da tijekom druge i trece uzastopne polarizacije radne
elektrode, oksidacijski strujni odziv opada te se vrijednosti struje anodnog pika (/,) smanjuju.
Stoga se pretpostavlja da elektrooksidacija klorogenske kiseline na povrsini radne elektrode
vjerojatno stvara adsorpcijski sloj oksidacijskog produkta ili produkata. Odnosno, oksidacija
klorogenske kiseline u drugoj i trecoj uzastopnoj polarizaciji na povrsini radne elektrode je
oteZana zbog difuzije molekula iz otopine na povrsinu radne elektrode koja se odvija kroz sloj
adsorpcijskin produkata Sto je razlog smanjenja strujnog odziva i pomaka potencijala
oksidacijskog pika prema pozitivnijim vrijednostima potencijala, jer je potrebna veéa energija da
bi doslo do oksidacije. Takoder, u podrucju pH 5,5 i pH 7,5 jasno je izrazen jedan oksidacijski i
redukcijski pik na oko 0,38 V odnosno 0,22 V dok u pH 10 oteZano se moZze uociti oksidacijski pik
dok se uocava odsustvo katodnog pika Sto je vjerojatno uzrok reakcija hidroksilacije ili

dimerizacije na o-kinonskoj strukturi (Namazian i Zare, 2005).

Takoder, utjecaj pH vrijednosti otopina pufera, u rasponu pH vrijednosti od 5,5 do 10 na
elektrokemijsko ponasanje klorogenske kiseline prikazan je na Slikama 10, 12 i 14 te se uocava
da je elektrodni potencijal oksidacijskog pika klorogenske kiseline dosegnuo maksimalnu
vrijednost u pH 10, a najmanju u pH 7,5. Mogudi razlog ovakvog ponasanja klorogenske kiseline
u razli¢itim pH vrijednostima otopine su tri moguca mjesta za disocijaciju, karboksilna skupina na
cikloheksanskom prstenu i dvije —OH skupine u kateholnoj strukturi molekule klorogenske
kiseline (Maegawa i sur., 2007). Nadalje, prema distribucijskom dijagramu klorogenske kiseline
koji se kreira na osnovi pK; vrijednostima, moze se uoditi da pri pH vrijednosti 5,0-7,0 je prisutan
uglavnom anion klorogenske kiseline, koji pri pH 7,0 ¢ini oko 95% od svih vrsta? u otopini. Pri pH
vrijednosti 8,0 prisutni su anioni CQA" i CQAZ. Anion klorogenske kiseline nastao je

deprotonizacijom na cikloheksanskom prstenu (Janeiro i Brett, 2004).

Utjecaj brzine polarizacije od 25 do 150 mV s na ciklicke voltamograme klorogenske kiseline
prikazana je na Slikama 11, 13 i 15 te se uocava linearni porast strujnog oksidacijskog pika
porastom brzine polarizacije. Znacajni pomak elektrodnog potencijala nije uoc¢en kod pH 7,51 10
porastom brzine polarizacije dok kod pH 5,5 znacajni pomak elektrodnog potencijala prema visim

vrijednostima je uocen pri brzini od 125 mV s,
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5.2. Pravokutnovalna voltametrija klorogenske kiseline

S ciljem pojasnjenja mehanizma i elektrokemijskog ponasanja modela klorogenska kiselina—8-
glukan provedena je pravokutnovalna voltametrija klorogenske kiseline i prikazana na Slikama

od 16 do 23, a prema eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2.

Na Slikama 16, 18 i 20 prikazani su pravokutnovalni voltamogrami klorogenske kiseline u 0,1 M
puferskim otopinama pH vrijednosti pH 5,5, 7,5 i 10. Iz pravokutnovalnih voltamograma uocava
se jedan jasno izrazeni oksidacijski pik ukupne struje pri potencijalu oko 0,330 V u pH 5,5, zatim
na oko 0,200V u pH 7,5i u pH 10 na oko 0,100 V te se moZe primijetiti da porastom pH vrijednosti
se elektrodni potencijal klorogenske kiseline pomice prema manjim vrijednostima (Seruga i
Tomac, 2014). Nadalje, razdvajanjem ukupne struje na anodnu i katodnu struju uocava se u
ispitanim pH vrijednostima prisustvo obje struje Sto govori da se na povrsini radne elektrode
odvija reverzibilan elektrodni proces. Pomak potencijala anodne i katodne struje u odnosu na
ukupnu struju je vrlo mali, nagib pravca na Slici 23 na kojoj je prikazana ovisnost ukupne struje
pika odnosno elektrodnog potencijala o pH, iznosi 56,7 mV sto je vrlo blizu teorijske vrijednosti
od 59 mV/pH, a govori o jednakoj izmjeni broja elektrona i protona na povrsini radne elektrode

odnosno o dvoelektronskoj — dvoprotonskoj izmjeni (Brett i Oliveira Brett, 1993).

Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na pravokutnovalne voltamograme klorogenske kiseline
prikazane na Slikama 17, 19 i 21 pokazuju jednak utjecaj kao i kod cikli¢ckih voltamograma

klorogenske kiseline pri ispitanim pH vrijednostima (pH 5,5, 7,5 i 10).

Kinetika elektrokemijske reakcije na povrsini radne elektrode kod pravokutnovalne voltametrije
moZe se pratiti preko promjene brzine polarizacije odnosno utjecajem frekvencije pobudnog
signala koja je povezana s efektivnom brzinom polarizacije. Utjecaj frekvencije pobudnog signala
na pravokutnovalne voltamograme klorogenske kiseline prikazan je na Slici 22 te se uocava da
poveéanjem efektivne brzine polarizacije od 25 do 75 Hz raste i ukupna struja kao Sto je
primije¢eno i kod ciklicke voltametrije. Te se na osnovi provedenih utjecaja pH vrijednosti otopine
i frekvencije pobudnog signala moZe zakljuéiti da se elektrokemijska reakcija oksidacije
klorogenske kiseline na povrsini radne elektrode odvija 2e-2H* mehanizmom kontroliranim

difuzijom elektroaktivnih tvari iz otopine na radnu elektrodu.
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5.3. Ciklicka voltametrija modela klorogenska kiselina—8-glukan

Provedena je ciklicka voltametrija na izgled ciklickih voltamograma modela klorogenska
kiselina—86-glukan s ciljem pracenja elektrokemijske stabilnosti kroz vremenski period od 16h u
pH 5,5, 7,5 i 10. Ciklicki voltamogrami modela klorogenska kiselina—8-glukan prikazani su na

Slikama 24, 25 i 26.

Utjecaj puferske otopine pH 5,5 na izgled ciklickih voltamograma modela klorogenska kiselina—
B-glukan prikazanih na Slici 24 mozZe se uociti prisustvo jednog oksidacijskog strujnog odziva i
jednog redukcijskog strujnog odziva u cijelom vremenskom periodu ispitivanja od 16 sati sto
govori da je prisutna reverzibilna elektrokemijska reakcija. Najvisi strujni odziv modela
klorogenska kiselina—8-glukan pri pH 5,5 uocava se u 5 satu ispitivanja Ciji potencijal je na oko
0,300V, a blizak je molekuli klorogenske kiseline (0,380 V) u istom pH mediju, a ujedno je najnizi
potencijal dok je najviSi potencijal uocen na oko 0,420 V. Nadalje, strujni odziv i potencijal se
mijenja tijekom cijelog vremenskog perioda ispitivanja, strujni odziv slijedom Oh < 2h <16h < 1h
< 5h, a potencijal obrnutim slijedom od strujnog odziva. Zatim, u puferskoj otopini pH 7,5 ciklicki
voltamogrami modela klorogenska kiselina—68-glukan prikazuju promjenu strujnog odziva
slijedom 5h < 2h < 16h < 1h < Oh, a promjenu potencijala obrnutim slijedom, te se opaza da u pH
7,5 je strujni odziv modela klorogenska kiselina—8-glukan najvisi, a u 5 satu ispitivanja najnizi.
Potencijal modela klorogenska kiselina—8-glukan je u rasponu od 0,180 V do 0,300 V sto je blisko
potencijalu klorogenske kiseline u istom pH mediju. Ispitan je utjecaj i puferske otopine pH 10 na
izgled cikli¢kih voltamograma modela klorogenska kiselina—68-glukan te se uocava najvisi strujni
odziv u prvom satu ispitivanja, a najnizi u 16h satu ispitivanja. lzgled ciklickog voltamograma
modela klorogenska kiselina—B6-glukan se uvelike razlikuje od poéetnog sata ispitivanja uslijed

opadanja strujnog odziva gdje izrazeni strujni odziv postaje jedva primjetan.

Na osnovi provedenog elektrokemijskog istrazivanja modela klorogenska kiselina—8-glukan
moze se uoCiti da na izgled ciklickih voltamograma utjecu pH vrijednost otopine i vremenski
period Sto je vjerojatno posljedica nastanka promjena u strukturi molekule modela klorogenska

kiselina—8-glukan.
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6.ZAKLJUCAK



Na osnovi ovog diplomskog rada moze se zakljuciti:

elektrokemijska oksidacija klorogenske kiseline je oteZana u drugoj i trecoj uzastopnoj
polarizaciji tijekom ciklicke voltametrije zbog difuzije molekula iz otopine na povrsinu
radne elektrode S$to je utjecalo na smanjenje strujnog odziva i pomaka potencijala
oksidacijskog pika prema pozitivnijim vrijednostima potencijala,

uocava se linearni porast oksidacijskog pika porastom brzine polarizacije kod cikli¢kih
voltamograma,

iz pravokutnovalnih voltamograma uocava se jedan jasno izrazeni oksidacijski pik ukupne
struje pri potencijalu oko 0,330 V u pH 5,5, zatim na oko 0,200 V u pH 7,5 i u pH 10 na oko
0,100 V te se moze primijetiti da porastom pH vrijednosti se elektrodni potencijal
klorogenske kiseline pomice prema manjim vrijednostima,

mehanizam elektrokemijske oksidacije molekule klorogenske kiseline je reverzibilan
elektrodni proces,

utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na pravokutnovalne voltamograme klorogenske
kiseline pokazuje jednak utjecaj kao i kod ciklickih voltamograma klorogenske kiseline pri
ispitanim pH vrijednostima (pH 5,5, 7,5 i 10).

povecéanjem efektivne brzine polarizacije od 25 do 75 Hz raste i ukupna struja kao sto je
primije¢eno i kod cikli¢ke voltametrije,

kod utjecaja puferske otopine pH 5,5 na izgled ciklickih voltamograma modela klorogenska
kiselina—68-glukan moze se uoditi prisustvo jednog oksidacijskog strujnog odziva i jednog
redukcijskog strujnog odziva u cijelom vremenskom periodu ispitivanja od 16 sati Sto
govori da je prisutna reverzibilna elektrokemijska reakcija,

najvisi strujni odziv modela klorogenska kiselina—8-glukan pri pH 5,5 uoéava se u 5 satu
ispitivanja ciji potencijal je na oko 0,300V, a blizak je molekuli klorogenske kiseline (0,380
V) u istom pH mediju,

u puferskoj otopini pH 7,5 cikli¢ki voltamogrami modela klorogenska kiselina—8-glukan
prikazuju promjenu strujnog odziva slijedom 5h < 2h < 16h < 1h < 0Oh, a promjenu
potencijala obrnutim slijedom, te se opaza da u pH 7,5 je strujni odziv modela klorogenska

kiselina—86-glukan najvisi, au 5 satu ispitivanja najnizi,
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e u puferskoj otopini pH 10 cikli¢ki voltamogrami modela klorogenska kiselina—8-glukan
prikazuju najvisi strujni odziv u prvom satu ispitivanja, a najnizi u 16h satu ispitivanja.
Izgled ciklickog voltamograma modela klorogenska kiselina—8-glukan se uvelike razlikuje
od pocetnog sata ispitivanja uslijed opadanja strujnog odziva gdje izraZzeni strujni odziv
postaje jedva primjetan i

e na izgled ciklickih voltamograma utjecu pH vrijednost otopine i vremenski period sto je
vjerojatno posljedica nastanka promjena u strukturi molekule modela klorogenska

kiselina—8-glukan.
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