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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

OPCI CILJEVI RADA

Op¢i cilj ovog rada bio je pregledom recentne literature utvrditi mogucnost odredivanja
Vitamina C elektrokemijskim metodama.
Izraditi mikroelektrodu od grafenskog lista i ispitati elektrokemijsko ponasanje Vitamina

C na pripravljenoj mikroelektrodi.

SPECIFICNI CILJEVI RADA

Specifi¢ni cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj razlicitih dodataka “zelenog” biootpada na
rast, razvoj i sadrzaj bioaktivnih spojeva: Vitamin C i fenolne spojeve prikazane kroz
antioksidacijsku aktivnost

. Na razli¢itim substratima dobivenim mijeSanjem “zelenog” biootpada i zemlje zasijati
rikolu, pratiti njezin rast, pH supstrata i izgled biljke.

Realnim uzorcima rikole ekstrahiranim u vodi odrediti koli¢inu Vitamina C predloZzenom
elektrokemijskom metodom pomocu konstruirane elektrode.

. Usporediti dobivene rezultate s rezultatima dobivenim klasi¢nom metodom.

Odrediti antioksidacijsku aktivnost u realnim uzorcima koriste¢ci FRAP—metodu, te naci

korelaciju izmedu rezultata elektrokemijskih i spektrofotometrijskih metoda.



SAZETAK

Poznato je kako elektrode izradene od ugljikovih materijala (grafita, staklastog ugljika,
ugljikove paste ili grafena) zbog niskog omskog otpora mogu znacajno poboljsati
elektroanaliti¢ka svojstva osjetnih slojeva i pruzaju razli¢ite moguénosti modifikacija
koje se Cesto koriste za razvoj visoko osjetljivih senzora za istrazivanje elektrokemijskih
svojstava i otkrivanje raznih spojeva. Prvi cilj ovog rada bio je razviti jednostavnu
elektrokemijsku metodu za odredivanje vitamina C (VitC) na posebno konstruiranoj
mikroelektrodi od lista pirolitickog grafita (PGS — Pyrolytic Graphite Sheet). Ciklicka
voltametrija koriStena je za Kkarakterizaciju mikroelektrode 1 pravokutnovalna
voltametrija za elektroanaliticke svrhe. Utvrden je postupak za kvantificiranje VitC —a u
realnom uzorku. VitC pokazuje jednu kvazireverzibilnu reakciju koja ukljucuje prijenos
dva elektrona, dok potencijal oksidacije ovisi 0 koncentraciji analita. Pravokutnovalna
voltametrija (SWV) optimizirana je i provedeno je analiticko odredivanje u podrucju
potencijala od —0,30 do 0,80 V. Dobiveni rezultati pokazuju linearni odziv PGS elektrode
u Sirokom podrucju koncentracija. Drugi cilj bio je utvrditi u¢inak dodavanja razlicite
vrste ,,zelenog™ biootpada na rast biljaka, sadrzaj VitC —a i antioksidacijsku aktivnost u
rikoli (Eruca sativa L) uporabom PGS elektrode. Dobiveni rezultati usporedeni su sa
standardiziranim metodama. Nakon tri tjedna uzgoja uocene su male razlike u rastu i
velike razlike u odredenim nutritivnim karakteristikama. Dodavanje ljuske kikirikija
doprinosi prozracivanju tla, a primijecen je i najbrzi razvoj zdrave i zelene Eruca sativa.
Dodatak crne kave €ini tlo blago alkalnim i rezultira znacajnim povecanjem sadrzaja VitC

—a i antioksidacijske aktivnosti.

Kljuéne rijeci: elektrokemijske metode, mikroelektroda od lista pirolitickog grafita

(PGS), Vitamin C, “zeleni* biotpad, rikola, antioksidacijska aktivnost



SUMMARY

It is known that electrodes made of carbon materials (graphite, glassy carbon, carbon
paste or graphene) due to low ohmic resistance can significantly improve the
electroanalytical properties of sensitive layers and provide a variety of modification
options that are often used to develop highly sensitive sensors for investigation of
electrochemical properties and give opportunity for detection of various compounds. The
first goal of this work was to develop a simple electrochemical method for the
determination of vitamin C (VitC) on a specially constructed microelectrode made from
the Pyrolytic Graphite Sheet (PGS). Cyclic voltammetry was used to characterize the
microelectrode and square wave voltammetry for electroanalytical purposes. A procedure
for quantifying VitC in a real sample was established. VitC shows a single quasi—
reversible reaction involving the transfer of two electrons, while the oxidation potential
depends on the analyte concentration. SWV was optimized and analytical determination
was performed in the potential range from —0.30 to 0.80 V. The obtained results show a
linear response of the PGS electrode in a wide range of concentrations. The second goal
was to determine the effect of adding different types of "green" biowaste on plant growth,
VitC content and antioxidant activity in arugula (Eruca sativa L) using PGS electrode.
The obtained results were compared with standardized methods. After three weeks of
cultivation, small differences in growth and large differences in certain nutritional
characteristics were observed. The addition of peanut shell contributes to soil aeration,
and the fastest development of healthy and green Eruca sativa has been observed. The
addition of black coffee makes the soil slightly alkaline and results in a significant

increase in VitC content and antioxidant activity.

Keywords: electrochemical methods, Pyrolytic Graphite Sheet (PGS) microelectrode,

Vitamin C, “green* biowaste, arugula, antioxidant activity
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UvOD

Potreba za pronalaskom brze i jednostavne metode evaluacije razine vitamina C u
hrani svakako zaokuplja veliku paznju osobito u danasnje vrijeme. Razvoj 1
implementacija elektrokemijskih metoda u analizi hrane u posljednjem desetljecu naisla
je na veliki interes u znanstvenim krugovima. Danas istrazivanja idu u smjeru pronalaska
i razvoja elektrode/biosenzora za brzu, jednostavnu, selektivnu i osjetljivu karakterizaciju
bioaktivnih tvari u prirodnim uzorcima, bez njihove predobrade. Glavne prednosti
elektrokemijskih metoda u usporedbi s tradicionalnim su svakako osjetljivost, brzina,
jednostavnost primijene, postupak koji ne zahtijeva komplicirani predtretman uzoraka,
ekonomski su povoljne, itd. U tom smislu mikroelektrode idu i korak dalje, te
omogucavaju minijaturizaciju izvedbe 1 analizu u vrlo maloj koli¢ini uzorka. S
elektrokemijske strane omogucen je bolji prijenos tvari prema povrSini i smanjeno je
kapacitivno nabijanje elektrode, poboljsan je omjer signala i Suma, povecana osjetljivost
u analizi tvari u tragovima i bolja je rezolucija interferiraju¢ih signala u elektroanalizi.

U tom smislu ideja rada je bila razviti jednostavnu elektrokemijsku metodu za
odredivanje vitamina C (VitC) na posebno konstruiranoj mikroelektrodi od lista
pirolitickog grafita (PGS — Pyrolytic Graphite Sheet). Piroliticki grafit je nova vrsta
ugljicnog materijala, S visokom kristalnom orijentacijom, koji se iz ugljikovodi¢nih
plinova visoke Cistoce talozi na grafitnoj podlozi pri 1800 °C ~ 2000 °C, pod odredenim
tlakom u peci. Ima visoku gustocu, visoku Cistocu i izuzetnih je toplinskih, elektri¢nih,
magnetskih 1 mehanickih svojstava.

U danasSnje doba kada covjek viSe razmislja o posljedicama loSe 1 nepravilne
prehrane, ali i odnosu prema prirodi spojili smo te dvije vazne premise (prednosti
elektrokemije i mikroelektrode, te karakteristike PGS materijala) i pokusali utvrditi
u¢inak dodavanja razliCite vrste svjezeg nekompostiranog, takozvanog ,,zelenog*
biootpada na rast biljaka, sadrzaj vitamina C i antioksidacijsku aktivnost u rikoli (Eruca
sativa L.) uporabom PGS elektrode.

Vaznost vitamina C i ostalih antioksidansa (reducensa) u prehrani i za zdravlje
covjeka je tema koja zaokuplja prostor svih portala, druStvenih mreza i1 predstavlja uvijek
atraktivnu i vaznu temu u znanosti, obrazovanju i Zzivotu. Vitamin C je vaZan
mikronutrijent, jer kao bioloski ¢imbenik igra mnoge uloge u imunolo$kom sustavu,
metabolizmu i biosintezi. Kao jako redukcijsko sredstvo bitan je antioksidans, jer uklanja
slobodne radikale i reaktivne kisikove spojeve (ROS). Koliki je njegov sadrzaj u svjezem

1



vocu i povréu uvelike ovisi o starosti biljke i na¢inu uzgoja, podneblju uzgoja, i mnogim
drugim faktorima.

Utvrditi moze li dodatak svjezeg biootpada uciniti biljku superhranom je bio
specifi¢ni cilj ovog istrazivanja. Biootpad koji u kucanstvu nastaje svaki dan moramo
promatrati kao izvor energije za biljke, ali i za Covjeka, a ne samo kao otpad. Kore banane,
ljuske jaja, talog kave i listovi ¢aja mogu posluziti kao izvor nutritivnih sastojaka za
biljke, papirnati rucnici, novine i ljuske oraSastih plodova mogu znacajno doprinijeti
prozracivanju tla i poboljSanju sposobnosti za odrzavanje biljnog zivota, dok citrusi ili
ljute paprika pruzaju biljkama prirodnu zastitu od StetoCina. Listovi Caja 1 ostaci kave
mogu se Koristiti za promicanje plodnosti vrtnog tla i poboljSanje cjelokupnog zdravlja
biljke zahvaljujuci velikom udjelu dusika.

O vrsti biootpada kojim smo neposredno hranili biljke ovisila je i boja, brzina rasta
i izgled biljke, a elektrokemijskom i spektroskopijskom analizom utvrdeno ja kako
pravilnim izborom svjezeg biootpada mozemo doprinijeti povecanju nutritivnih

karakteristika odabrane biljne vrste — rikole.



1. OPCIDIO
1.1 VITAMIN C — OTKRICE, ZNACAJ, SVOJSTVA

L-askorbinska kiselina (vitamin C, VitC), empirijske formule CsHsOs, je bijeli
kristalini¢an prah, bez mirisa i kiselog okusa. Po strukturi je sli¢na molekuli glukoze jer
sadrzi Sest ugljikovih atoma (Slika 1). Prirodni je antioksidans koji se potpuno otapa u

vodi i posjeduje mnoga biokemijska svojstva.[1,2]
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Slika 1. Struktura L—askorbinske kiseline [1]

Prvi put je kemijski sintentizirana ranih tridesetih godina i prvi je vitamin dobiven
sintetskim putem. Nalazi se u oksidiranom obliku kao askorbinska kiselina, i reduciranom

obliku kao dehidroaskorbinska kiselina, koje zajedno tvore reverzibilni redoks par (Slika

2).[3,4]
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VitC predstavlja vazan mikronutrijent, jer kao bioloski ¢imbenik igra mnoge
uloge u imunolo$kom sustavu, metabolizmu i biosintezi. Kao jako redukcijsko sredstvo
bitan je antioksidans, jer uklanja slobodne radikale i reaktivne kisikove spojeve (ROS).
VitC je poznat kofaktor za prolil i lizil hidroksilaze, dva enzima koja stabiliziraju
tercijarnu strukturu kolagena. Takoder je kofaktor i dviju hidroksilaza koje sudjeluju u
biosintezi karnitina. Istrazivanja su pokazala da VitC ima ulogu u regulaciji DNA i
transkripciji gena, povecava apsorpciju Zeljeza tako §to reducira Fe®* u Fe?*, i sudjeluje u
prevenciji mnogih bolesti poput raka i kardiovaskularnih bolesti. Nedovoljan unos VitC
dovodi do skorbuta, kvarenja desnih te drugih simptoma. Skorbut uzrokuje slabljenja
kolagenih struktura, loSeg zacjeljivanja rana i oslabljelog imuniteta.[1,4—7]

VitC je Siroko zastupljen u vocu (posebice citrusnom vocu), povréu (crvenim i
zelenim paprikama, brokuli, raj¢icama, jagodama, te ostalom lisnatom povréu) i
Zivotinjskim organima (mozak, jetra, bubreg). Zivotinjski izvori su veoma siromasni
udjelom VitC, ¢iji se nivo krece i do ispod 30—40 mg/100 g, za razliku od biljnih izvora
Ciji se sadrzaj VitC krec¢e do 5000 mg/100 g.[8,9]

VitC je esencijalna tvar koja se ne moze proizvesti u organizmu covjeka,
majmuna i zamorca, nego se mora unositi u tijelo hranom. Razlog tome je $to ljudima, za
razliku od biljaka i veéine Zivotinja, nedostaje enzim gulonolakton oksidaza, koji je
odgovoran za njegovu konacnu sintezu iz glukoze, a izgubljen je mutacijom pri evoluciji
primata.[10]

Najveca koncentracija VitC u Covjeka se nalazi u mozgu, nadbubreznim
stanicama.[11] Preporuceni dnevni unos (RDA) vitamina C iznosi 75 mg/dan za Zene, a
za muskarce 90 mg/dan.[12]

Albert Szent-Gyorgyi (Slika 3) je u Cambridge 1928. godine uspio izolirati VitC,
spoj za kojeg se znalo da se nalazi u velikoj koncentraciji kore nadbubrezne Zlijezde i1 da
ima jaku redukcijsku mo¢. Dokazao je da ima empirijsku formulu CeHgOe i nazvao ga je

"heksuronska kiselina".



Slika 3. Albert Szent-Gyorgyi

Charles Glen King (Slika 4 lijevo) je zajedno sa svojim timom u Pittsburgu 1932.

izolirao VitC iz limunovog soka povezujuci ga sa heksuronskom kiselinom.

Slika 4. Charles Glen King i Linus Pauling

Konac¢nu strukturu VitC objavio je Istrazivacki tim iz Birminghama kojeg je vodio
Norman Haworth 1933. godine.[13]

Linus Pauling (Slika 4 desno), kao dvostruki nobelovac, objavio je u svojoj knjizi
,,Vitamin C i obi¢na prehlada‘“ da se dnevnim uzimanjem 1 g VitC prevenira oboljenje od

prehlade i $titi od mozdanog udara, raznih infekcija i raka.[14]



1.2 SLOBODNI RADIKALI i ANTIOKSIDANSI

Slobodni radikali, oksidansi, oksidacijski stres, antioksidansi, predstavljaju
termine s kojima se u posljednjih dvadesetak godina ¢esto susre¢emo. Oksidansi i
slobodni radikali mogu imati dvostruku ulogu, kao korisni i kao otrovni spojevi.[4]

Slobodni radikali predstavljaju kratkozivu¢e molekule s nesparenim elektronom,
pa su stoga vrlo reaktivne i nestabilne. Pod pojmom slobodni radikali najcesc¢e se misli
na RNS-reaktivni dusikovi spojevi i ROS—reaktivni kisikovi spojevi.[15,16] Sadrze ih
zagadivaci okolisa, kao $to su dim cigareta 1 ispusni plinovi automobila. Takoder mogu
nastati u tijelu nakon izloZenosti organizma zarazama, Stetnim kemikalijama, zraenju 1
konzumacijom raznih lijekova, ali i putem hrane. Inace je koli¢ina stvaranja slobodnih
radikala mala.[11] Oksidacijski stres nastaje njihovim prevelikim nakupljanjem koje
organizam ne moze ukloniti, te moze do¢i do razvoja degenerativnih i1 kroni¢nih bolesti
kao §to su rak, neurodegenerativne i kardiovaskularne bolesti, starenje, autoimuni
poremecaji i reumatoidni artritis.[4]

U organizmu antioksidansi imaju vaznu ulogu, jer se proizvode u normalnim
fizioloSkim procesima (dobivanja energije u mitohondrijima stanica reakcijom glukoze s
kisikom), a njihova proizvodnja i unos posebno mora biti izbalansirana tijekom
tjelovjezbi ili borbe protiv bolesti, kada je povecana proizvodnja slobodnih radikala.
Antioksidans je prisutan u stanici u odgovaraju¢oj koli¢ini, reagira sa slobodnim
radikalima i odgovoran je za regeneraciju stanica.[6]

VitC ima sve ove odlike §to ga ¢ini savrSenim antioksidansom koji §titi stanice
vecéine aerobnih organizama od oSteCenja, koje moze biti uzrokovano ovim reaktivnim
molekulama.[6,11] Takoder, Sprjecava oksidaciju drugih molekula donirajuéi elektrone
slobodnim radikalima kojima je potreban elektron kako bi nastao stabilan radikal, te na
taj nain smanjuje njihovu reaktivnost.[4] Tako S§titi biomolekule (proteine,
ugljikohidrate, lipide 1 nukleinske kiseline) od oSte¢enja koja mogu prouzrociti oksidansi
nastali tijekom rada stani¢nog metabolizma i izlozenosti zagadiva¢ima i toksinima.[7]
Takoder reducira i tokoferoksilne radikale, pa je u¢inkovit i u regeneraciji vitamina E.[4]

Elektrokemijska istrazivanja su pokazala kako askorbinska i dehidroaskorbinska
kiselina tvore reverzibilni redoks par.[4] Pri neutralizaciji slobodnih radikala (kao §to su
OH-, RO, RO%, NOy), VitC se oksidira u dehidroaskorbinsku kiselinu na nacin da
otpusta dva elektrona i dva protona (Slika 5).[4,17]
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Slika 5. Oksidacija L—askorbinske kiseline (AA) u dehidroaskorbinsku kiselinu
(DHA)[4]

Askorbinska kiselina (AscHz) ima dvije pKa; pK1 = 4.2 i pK2 = 11.6. Zbog toga se
u fizioloskim uvjetima VitC pretezito nalazi kao monoanion askorbat (AscH ). Odli¢an
je reducens i moze se lako oksidirati do askorbatnog radikala (Asc™) i dehidroaskorbinske
kiseline (DHA).[18] Askorbatni radikal se disproporcionira na askorbat i
dehidroaskorbinsku kiselinu:

2Asc” + H'—AscH + DHA(1)

ili sudjeluje u reakcijama sa slobodnim radikalima i tako smanjuje broj slobodnih radikala
(Slika 6).[11]
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Slika 6. Ravnoteza L—askorbinske kiseline i njenih oksidiranih oblika [11]

U prisutnosti iona, kao §to su bakar 1 Zeljezo, ima ulogu prooksidansa stvarajuci
hidroksilne radikale koji dovode do oksidacije DNA, lipida ili proteina.[4] Na primjer,
Fe3* se reducira u Fe?" pomoc¢u askorbata, koji se ponovno moze oksidirati i proizvesti
H20,, superoksid i hidroksilni radikal.[19]

Opcenito, u niskim koncetracijama VitC ¢e djelovati prooksidativno, a u visokim

antioksidativno.[20]



1.3 ,ZELENI“BIOOTPAD

Zbog urbanizacije i1 stalnog rasta ljudske populacije neprestano se povecava
koli¢ina otpad. Njegovo gospodarenje u svijetu postaje jedno od najvaznijih ekoloskih
pitanja i pokuSava se smanjiti koli¢ina otpada koja odlazi u okoli§ uzrokujuci onecisc¢enja,
a tako i ekoloske i higijenske probleme. Biootpad takoder nastaje u ogromnim
koli¢inama, a njegova uporaba na zemljistu je pozeljna i potrebna kako bi ocuvali okoli§
I prirodne resurse. Biomasa predstavlja materijale koji su organskog podrijetla. 1zvori
biomase su drvni otpad, otpad iz hrane, industrijski i poljoprivredni ostatci, zeljaste i
drvenaste vrste, otpadni papir, zivotinjski otpad, alge, vodeno bilje, itd. Biokompozitni
proizvodi mogu se proizvoditi od materijala biomase.[21-24]

Gospodarenje biootpadom ovisi o lokalnim ¢imbenicima, klimatskim uvjetima,
kvaliteti i sastavu otpada, sustavima prikupljanja i mogucnosti upotrebe proizvoda iz
otpada kao §to su toplina, elektri¢na energija, plin ili kompost. Energija biomase moze se
iskoristiti na Cetiri nacina: anaerobnom probavom, pirolizom, rasplinjavanjem i izravnim
izgaranjem. Suha biomasa se moze prevesti u tekuée gorivo. Takoder spaljivanjem suhe
biomase dobiva se elektri¢na energija, a rasplinjavanjem se moze proizvesti vodik, metan
1 ugljikov monoksid. Fermentacijom vlazne biomase kao §to je stajski gnoj, mulj iz
kanalizacije 1 otpad prehrambene industrije moze se dobiti gnojivo i gorivo.[21,25]

Osnovne organske komponente koje izgraduju biomasu su lignin, celuloza i
hemiceluloza.[21] Organska tvar je biorazgradiva radi visokog sadrzaja kuhinjskog
otpada 1 ostataka iz restorana, stanova, kafeterija i trZnica, u odnosu na fosilne
ugljikohidrate i anorganske materijale te igra veliku ulogu u bioloskim, kemijskim i
fizickim svojstvima tla, a time utjece i na njegovu plodnost.[23, 25] Ukoliko se doda u
tlo, poboljSavaju se njegova fizicka svojstva i uvjeti za rast mikroorganizama i biljaka.
Takoder dolazi do nakupljanja Cestica tla. Organska tvar ima pozitivne ucinke na
kapacitet zadrzavanja vode i topline, te pH tla i sudjeluje u transportu i dostupnosti
metalnih iona u okoliSu. Zbog jakog afiniteta ka adsorpciji moze sniziti ukupnu
koncentraciju metala, dok se istodobno otapanjem organske tvari u vodi povecava
koncentracija metala koji se mogu otapati. Na taj nacin topljiva organska tvar omoguéava
vecu pokretljivost iona metala Cija je aktivnost u otopini inace vrlo niska, a u isto vrijeme
i neophodna. Procesom mineralizacije oslobadaju se hranjive tvari iz organske tvari te
hrane biljku i1 pozitivno utje¢u na plodnost tla. Takoder sluzi kao rezerva mikro i makro

hranjivih tvari.[26,27]



Podrijetlo biootpada povezano je s njegovom kvalitetom kao sirovina i odreduje
sadrzaj teSkih metala 1 hranjivih tvari. Ukoliko su prisutni neprikladni materijali
dobivamo kompost koji ima nizu kvalitetu. To mogu uzrokovati razni zagadivaci koji
dospiju u organsku tvar tijekom procesa kompostiranja putem zraka i vode, ili male

necistoce prisutne u kona¢nom proizvodu poput mikroplastike.[28]

1.4 METODE ZA ODREDIVANJE VITAMINA C

Odredivanje VitC do sada je provedeno fluorimetrijskim, titrimetrijskim,
kromatografskim, elektokemijskim i spektrofotometrijskim metodama.[29]

Voltametrijskim metodama (ciklickom voltametrijom, pravokutnovalnom
voltametrijom, diferencijalno pulsnom voltametrijom, kronoamperometrijom i
kronokulometrijom) i biosenzorima se mogu proucavati elektrokemijske znacajke
molekula.[30,31] Elektrokemijskim metodama kao i UV-VIS spektrofotometrijskim
metodama u kojima se koriste razli¢iti reagensi (FRAP, ABTS, Folin—Ciocalteu i DPPH)
moguce je odrediti antioksidativni kapacitet.[32,33]

1.4.1 VOLTAMETRIJSKE METODE

Prednosti elektroanalitickih metoda odnose se na sloZenost potrebnih alata,
jednostavnost primijenjenih procedura, trajanje analize, biolosku vaznost i izvedbu
metode (osjetljivost, preciznost, to¢nost, granica detekcije). Vecina metoda se moze brzo
automatizirati i neke se mogu primijeniti i in vivo.

Voltametrija je elektroanaliticki postupak u kojemu je elektri¢ni napon signal
pobude, a struja celije signal odziva. Naziv voltametrija potjece od skracenice volt—
amper—metrija jer se struja prikazuje kao funkcija narinutog napona. Moguce su razlicite
vremenske ovisnosti i oblici amplitude kod nekog signala pobude.[34]

Voltametrijske metode koriste se u odredivanju redoks potencijala, kvantitativnoj
analizi raznih organskih 1 anorganskih tvari, prou¢avanju mehanizma i kinetike redoks
reakcija te u elektrokemijskoj detekciji eluiranih analita u tekuéinskoj kromatografiji
visoke djelotvornosti (HPLC).[33]

Osnovne jedinice voltametrijskog instrumenta ¢ine potenciostat, racunalo i

elektrokemijski ¢lanak. Pomocu potenciostata se narine odredeni potencijal i mjeri jakost



elektricne struje.[33] Elektrokemijski ¢lanak sastoji se od ionskog elektrolita, otopine
analita i voltametrijske ¢elije sastavljene od 3 elektrode: radne eclektrode, referentne
elektrode i protuelektrode. Protuelektroda omoguéava tok struje unutar éelije, a najéesce
su ugljikove, platinske, grafitne ili zlatne elektrode. Regulacija pobudnog signala kao i
mjerenje odzivnog signala vr$i se pomocu referentne elektrode koja je najces¢e Ag/AgCl
elektroda. Redoks reakcija odvija se na radnoj elektrodi.[34]

Postoji mnogo voltametrijskih metoda a najvecu primjenu od njih imaju ciklicka
voltametrija (CV), diferencijalna pulsna voltametrija (DPV), pravokutnovalna
voltametrija (SWV), normalno pulsna voltametrija (NPV), linearna ili linear sweep

voltametrija (LSV), polarografija i stripping voltametrija.[35]

1.4.1.1 CIKLICKA VOLTAMETRIJA (CV)

Ciklicka voltametrija spada u elektroanaliticke tehnike kojom se prouc¢avaju razne
elektroaktivne vrste. Ima opseznu upotrebu u podru¢jima organske kemije, anorganske
kemije, biokemije i elektrokemije. Cesto se izvodi kao prvi eksperiment u
elektrokemijskom istrazivanju nekog bioloskog materijala, spoja ili povrSine
elektrode.[36]

Radna elektrode nalazi se u bistroj otopini, a referentna elektroda je najcesce
Ag/AgCl. Transport oksidirajucih 1 reducirajucih elektroaktivnih vrsta u CV se odvija
difuzijom. Elektrolit je potreban kako bi se osigurala vodljivost i izbjegle moguce
migracijske struje. Potencijal radne elektrode se mijenja linearno s vremenom, te se

pritom biljezi rezultirajuca struja tijekom primjene potencijala na radnu elektrodu.[37,38]

(a) (b)

EC) 4|
O+e+ R
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Slika 7. Signal pobude i odziva CV [34]
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Dakle, signal pobude koji se namece izmedu referentne i radne elektrode je
elektricni napon, a signal odziva je elektricna struja koja teCe izmedu radne elektrode 1
protuelektrode (Slika 7).[39]

Vrijeme je moguce prikazati kao potencijal zbog konstantne brzine promjene
potencijala (eng. scan rate; sweep rate). Rezultati se prikazuju voltamogramima Kkoji
predstavljaju graf ovisnosti jakosti struje o promijenjenom potencijalu. Izgled
voltamograma ¢e ovisiti o redoks reakcijama te o brzinama prijenosa tvari i elektrona.[39]

Start snimanja je od potencijala pri kojemu se ne dogadaju reakcije na elektrodi i
prelazi na potencijale pri kojima se odvija oksidacija ili redukcija otopljenih tvari (tvari
koja se proucava). Nakon prelaska odredenog potencijalnog podruéja smjer skeniranja se
odvija unatrag.[37] Brzina skeniranja naprijed i nazad je obi¢no ista. Nacin rada kod CV
moze biti jednociklicki ili viSeciklicki. [38] Izmedu prvog ciklusa skeniranja i uzastopnih
skeniranja postoji mala razlika, ali nam te razlike mogu pruziti informacije poput
mehanizama reakcije.[40]

Paramteri koji se mjere su katodni i anodni vr$ni potencijal (Epc I Epa), katodna i
anodna vrsna struja (Ipc 1 Ipa) 1 polovicni potencijali (Epre) na kojima anodna i katodna

struja doseZe pola vrijednosti svog vrha (Slika 8).[38]

Struja
Ege
10 /\
T L TSR
3 5 /e —
i kD
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0 ————=—
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11 0.9 0.7 05
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Slika 8. Odredivanje potencijala i jakosti vrsnih struja na ciklickom voltamogramu [38]

Svaki spoj ima karakteristiCan potencijal vrha, a ovisi o njegovoj sposobnosti
primanja ili davanja elektrona. Ukoliko se elektroni prenose velikom brzinom u odnosu
na druge procese koji se odvijaju u otopini, onda je reakcija reverzibilna. Razlikom

potencijala dvaju vrhova moguce je odrediti broj izmijenjenih elektona:
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AEp = |Epa—Epc| = 2,303 (RT/nF) 2
gdje je:

AEp— razlika potencijala vrha redukcije i oksidacije, R—op¢a plinska konstanta
(8,314 J mol?! K1), T-apsolutna temperatura [K], n-broj izmijenjenih elektrona, F—
Faradayeva konstanta (96485,34 C mol™).

Za neku redoks reakciju pri 25 °C 4E, iznosi 0,0592 V/n tj. 59,2 mV po jednom
elektronu.[39]

Vr$na struja i koncentracija povezane su Randles—Sevéikovom jednadzbom:

Ip = (2,69 x 10%) n 32 A co D¥2v2 (3)
gdje je:

lo— vrina jakost struje [A], n—broj elektrona, A—povriina elektrode [cm?], D—
difuzijski koeficijent [cm?/s], co—koncentracija otopine [mol/cm?], a v—brzina promjene
potencijala [V/s]. Iz jednadzbe slijedi da je vrSna jakost struje proporcionalna
koncentraciji elektroaktivne vrste koja je u otopini.[39,40]

Ukoliko se radi o ireverzibilnom procesu onda nema povratnog strujnog vrha,
izmjena elektrona je znatno sporija, strujni vrhovi su manji i razdvojeni, Ep se pomice
prema pozitivnijim ili negativnijim vrijednostima ukoliko se brzina promjene potencijala
poveca. Vr$na struja u tom sluc¢aju dobiva se prema izrazu:

Ip = (2,99 X 10%)n(ana)?AcoDo VY2 (4)
gdje je:
na—broj elektrona u koraku prijenosa naboja, a a—koeficijent prijelaza. Vr$na

struja i dalje je proporcionalna koncentraciji.[40]

1.41.2 PRAVOKUTNOVALNA VOLTAMETRIJA

Pravokutnovalna voltametrija (SWV) primjenjuje se u analitici, elektrokineti¢kim
mjerenjima, te u prouavanju raznih elektrodnih procesa. Smatra se naprednom
voltametrijskom tehnikom, jer spaja prednosti ciklicke voltametrije (pruza uvid u
elektrodni mehanizam), tehnike impedancije (pruZa kineticke informacije iznimno brzih
procesa koji se odvijaju na elektrodi) i impulsnih tehnika (ima veliku osjetljivost). Potjece
od Barkerove pravokutnovalne polarografije. SWV je ugraden u elektrokemijske
digitalne instrumente.[41]

Signal pobude (Slika 9) sastoji se od stepenastog napona (Ei) i izmjeni¢nog
pravokutnog pulsa s promjenom potencijala (4Ep), a vrijednost 4Es predstavlja promjenu
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napona poslije svakog ciklusa (smik). Tijekom svakog pojedinog ciklusa mjeri se struja
na kraju negativne (lp) i pozitivne (If) poluperiode pravokutnog pulsa, a jakost struje za

svaki ciklus pobude dobiva se njihovom razlikom.[42]

o1, ciklus—4-2. ciklus+e3. ciklus— « 4. ciklus—

Uzorkovanje struje
pri naprednoj amplitudi (/5)
\ —

tny Potencijal £

potential

7
k- Uzorkovanje struje
pri povratnoj amplitudi (/)

!

Slika 9. Signal pobude pravokutnovalne voltametrije i vrijeme uzorkovanja struje,
Jedan ciklus SWV i Tipicni izgled voltamograma SWV [42,43,44]

Glavni parametri izmedu dva susjedna pulsa su frekvencija (f) i visina impulsa
(amplituda, Esw). Frekvencija se odreduje prema izrazu f = 7 —1, gdje 7 oznacava trajanje
ciklusa. Predstavlja broj ciklusa u jedinici vremena, a kre¢e se u rasponu od 5 do 2000
Hz. Vrijeme trajanja svakog pojedina¢nog impulsa je tp = 7 /2, a krece se od 0,25 do 100
ms. Brzina skeniranja definira se kao E/z, gdje je E potencijalni prirast.[43,44]

U ciklusu se razlikuju voltamogrami dobiveni o€itavanjem struje polaznog i
povratnog ciklusa ili pulsa (Slika 9 desno), struja se ocCitava u dvije tocke, gdje jedna
prikazuje anodnu a druga katodnu struju iste redoks reakcije. Na taj nacin dobiva se
rezultantna struja koja ovu metodu ¢ini izuzetno osjetljivom za reverzibilne redoks
reakcije, a ujedno daje i dobar uvid u razli¢ite mehanizme reakcija.[43]

Tehnika je pogodna za prouc¢avanje mehanizma kojim se prenose elektroni, jer je
veli¢ina pulsa kod reverzibilne reakcije dovoljna da se produkt koji je stvoren polaznim
pulsom oksidira za vrijeme trajanja povratnog pulsa. Anodnu struju proizvodi povratni
puls, a katodnu polazni puls. Koncentracija analita koji se nalazi u otopini moze se
odrediti razlikom tih struja, a identitet analita moZze se potvrditi potencijalom maksimuma.
Dakle, visina vrha proporcionalna je elektroaktivnoj vrsti, a granice detekcije mogu iéi i
do 108 mol dm™. To ju ¢ini toénom, jednostavnom i brzom metodom za detekciju
organskih i anorganskih vrsta u bioloskim i framaceutskim uzorcima.[35,39]

Najveca prednost ove tehnike je velika brzina. Moguce su vrlo brze promjene

razli¢itih potencijala zbog toga Sto frekvencija varira od 1 do 100 ciklusa u sekundi. Na
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taj nacin se skracuje vrijeme analize i cijeli voltamogram je snimljen u roku nekoliko
sekundi.[39]

1.4.1.3 MIKROELEKTRODA

Mikroelektroda je elektroda sa najmanje jednom dimenzijom dovoljno malom da
Su njezina svojstva, npr. prijenos tvari, funkcija veli¢ine. Po definiciji to su elektrode Cija
je najmanje jedna dimenzija u rasponu izmedu 0,1 do 50 um odnosno, ovisno o izvedbi
mogu biti vrlo male, 1x10* m2 pa i do 5x10° m?. Male dimenzije mikroelektrode
dopustaju da se na elektrodi odvija tzv. ,.trodimenzionalna“ odnosno sferna difuzija.[45]
NajvaZznija svojstva mikroelektrode najcesce su:
> jeftina je za obnavljanje i jednostavna za primjenu
temeljena je na teorijski razjasnjenim principima
poboljsava kvalitetu eksperimentalnih podataka

prosiruje mjerni raspon eksperimenata

YV V V V

nalazi upotrebu u brojnim znanstvenim poljima.

Upotreba im je vrlo rasirena radi povecane osjetljivosti primjenom ,,stripping™
voltametrije u analizama, a i dobar su izbor za istrazivanje brzih redoks reakcija, nadalje
za istrazivanje elektrodnih reakcija u otapalima niske provodnosti i mediju bez dodanog
elektrolita, te za ispitivanje mehanizma elektrodnih reakcija koji odgovaraju industrijskim
elektrokemijskim procesima. Mikroelektrode se koriste i za proucavanje reakcijskih
mehanizama 1 njihove kinetike. IstraZivanja reakcijskih mehanizama na mikroelektrodi
izvode se velikom brzinom promjene potencijala, koristenjem raznih voltametrijskih
metoda, $to omogucava da je vrijeme izvedbe mjerenja vrlo kratko, $to pogoduje
provodenju procesa u stacionarnom stanju. Dakle, moguce je pratiti brze elektrodne
procese prijenosa naboja u reakcijama s nestabilnim reaktantima, odnosno produktima.
Zbog male povrsine elektrode smanjena je njezina kapacitivna komponenta (pozadinska
struja) 1 utjecaj elektrolita na mjerenje, Sto daje mogucénost velikog izbora otapala i
elektrolita i provodenje mjerenja bez dodanog elektrolita u otopinama velike otpornosti,

kao Sto su nerazrijedeni tekuci organski spojevi.
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14.2 SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

U spektrofotometrijske metode ubrajaju se:

o emisijska plazma spektrometrija

o emisijska plamena spektromerija

o atomska apsorpcijska spektrometrija

o atomska fluorescencijska spektrometrija

o rendgenska emisijska spektrometrija

o y—spektrometrija

o ultraljubicasta/vidljiva UV-VIS spektrometrija

1.4.3 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

Ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija (Slika 10) je spektrofotometrijska tehnika
koja mjeri intenzitet svjetlosti u vidljivom (400-800 nm) i ultraljubi¢astom (10—400 nm)
dijelu elektromagnetskog zracenja u funkciji valne duljine. Odreduje se koli¢ina zracenja
apsorbirana od strane analita, odnosno dobiveni spektar predstavlja interakciju UV-VIS
elektromagnetskog zracenja i analita. Sluzi za analizu tvari kao §to su farmaceutski,
biokemijski, organski i anorganski spojevi. Elektromagnetski val predstavlja Sirenje
elektromagnetskog polja, a opisan je valnom duljinom (1), frekvencijom (v) i udaljenosti
dva susjedna vrha. Valna duljina predstavlja udaljenost dviju Cestica koje titraju u fazi, a
frekvencija broj oscilacija zracenja elektri¢nog polja u 1 s. Jedinica za frekvenciju je herc
[Hz].[46]

Brzina svjetlosti (c) definirana je jednadzbom:

c=vi (5)
Energija zracenja (E) kojoj je izloZen foton racuna se prema jednadzbi:
E = hv = hc/A; (6)
gdje je h — Planckova konstanta.
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Slika 10. Elektromagnetski spektar i Elektromagnetski val [46]

UV-VIS spektroskopija pruza informacije o elektroni¢kim prijelazima koji se
zbivaju u materijalu.[47] UV-VIS zracenje uzrokuje pobudivanje valentnih elektrona

molekule i dolazi do prijelaza iz nizih u vise rotacijske i vibracijske nivoe elektronskog
stanja (Slika 11).[46]

R
Ry
1 &
R g
Ey - Vi
— T R,
— E)
i— R v
w« ELEKTRONSKI NIVO!
ENERGUA
-
E— = B
Ey R' V,  ROTACUSKI NIVOI
Ry —
—— - E‘ Vo VIBRACUSKI NIVO

Slika 11. Shematski prikaz elektronskih prijelaza [48]

Interakcijom fotona i molekule pri kojemu molekula upija energiju zracenja
(apsorbira), dolazi do prijelaza molekule iz osnovnog stanja Eo u pobudena stanja, tj.
stanja viSe energije.[48] Elektronska konfiguracija iona, atoma, molekula ili kompleksa
utjece na apsorpciju zrac¢enja. Koli€ina svjetlosti koja je apsorbirana proporcionalna je
koli¢ini analita u otopini. Kako se koncentracija analita povecava tako se i linearno
povecéava apsorpcija svjetlosti, a prijenos svjetlosti se eksponencijalno smanjuje.[46]

Elektroni koji se nalaze u organskoj molekuli mogu biti slabo vezani (zauzimaju
7 orbitale) i Cvrsto vezani (zauzimaju ¢ orbitale), ili se nalaze kao usamljeni (nepovezani)
par. Prema vrsti molekulskih orbitala koje se mijenjaju za vrijeme apsorpcije zra¢enja

postoje sljede¢i elektronski prijelazi: 6 2 o*, n 2> n*, n 2> o*,n > ¥, 6 2> n*¥in >
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o*, gdje npr. 1 > ©* predstavlja prelazak elektrona iz vezne u protuveznu n orbitalu.
Najcesci je prelazak m1 = n* i n > wn*, jer se nevezni elektroni (koji se nalaze u n
orbitalama) i elektroni u = orbitalama koji tvore dvostruke i trostruke veze lako
pobuduju.[46]

Prema Beer - Lambertovom zakonu (Slika 12) apsorbancija A moze se prikazati
kao logaritam omjera intenziteta upadnog zracenja (Po) i propustenog zrac¢enja (P) kroz
uzorak:

A =log(P./P) (7)

Apsorbancija svjetlosti, A je proporcionalna molarnom apsorpcijskom

koeficijentu &, koncentraciji, ¢ i duljini puta svjetlosti koja prolazi kroz uzorak, b:
A=¢exbxc (8)

Slika 12. Shematski prikaz Beer — Lambertovog zakona — Smanjenje intenziteta ulaznog
zracenja prolazom kroz uzorak kao rezultat apsorpcije elektromagnetskog zracenja [48]

Preuredenjem jednadZbe moZemo jednostavno izracunati koncentraciju otopine

ispitivane molekule nakon kalibracije poznatih parametara:
c=1/(e xb)xA 9)

UV-VIS spektrofotometar upucuje svjetlost kroz otopinu uzorka, a detektor
biljezi svjetlost koja je propustena.[49] U jednosnopnom spektrofotometru jedan snop
svjetlosti prolazi kroz kivetu. U tom sluéaju potrebno je prvo mjeriti referentnu kivetu
koja sadrzi samo otapalo te se njom kalibrira spektrofotometar, a zatim kivetu s uzorkom.
Konacna apsorbancija dobije se oduzimanjem apsorbancije dobivene mjerenjem s
referentnom kivetom od apsorbancije dobivene mjerenjem s uzorkom. Kod dvosnopnog
spektrofotometra mogu se istodobno staviti obje kivete, jer se svjetlosni snop dijeli na
referentni snop i snop uzorka. Spektri se ne obraduju naknadno nego je odmah prikazana

konacna apsorbancija.[46]
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2 EKSPERIMENTALNI DIO
2.1 KEMIKALIJE | PRIPRAVA OTOPINA

Sve otopine su pripravljene otapanjem odgovarajuce mase Ciste tvari u destiliranoj

ili ultracistoj vodi.

Pri izradi ovog rada koriStene su sljedece kemikalije i otopine:

heptahidrat, FeSO4 x 7H,0

Kemikalija Molarna | Koncentracija | Priprema
masa
Dusic¢na kiselina, HNO3 63,01 0,5mol dm™3 | 34,84 mL razrijediti do 1 L
w(65%) destiliranom vodom
Sumporna kiselina, H.SO4 | 98,08 3 mol dm3 16,69 mL razrijediti do
w(98%) 100 ml destiliranom
vodom
Klorovodi¢na kiselina, HC1 | 36,45 0,1 mol dm= | 8,32 mL razrijediti do 100
w(36%) ml destiliranom vodom
40 mmol dm=3 | 400 mL 0,1 M HCI
nadopuni se s destiliranom
vodom do 1000 mL
Octena kiselina, 60,05 0,1 mol dm™ | 5,71 mL razrijediti do 100
CHsCOOH mL destiliranom vodom
Natrijev hidrogenfosfat 358,14 0,1 mol dm™ | 35,81 g otopiti u 1 L
dodekahidrat, NaHPO4 x destilirane vode
12H,0
Vitamin C 176,13 0.01 mol dm=3 | 0,18 g otopiti u 100ml
destilirane vode
Kalijev nitrat, KNOs 101,10 0,1 moldm= | 10,11 gotopitiulL
destilirane vode
Natrijev acetat, trihidrat, 136,08 0,1 mol dm= | 13,61 gotopitiulL
C2H3NaO; x 3H20 destilirane vode
zeljezov(I11) Klorid, 162,20 20 mmol dm= | 551,60 mg otopiti u 100
heksahidrat, FeClz x 6 H20 mL destilirane vode.
TPTZ-a (2,4,6— tripiridil- | 312,30 10 mmol dm= | U 50 mL klorovodi¢ne
s—triazin) kiseline (40 mmol L)
otopiti 159,40 mg TPTZ-
a.
Otopina Skroba, Zasicena 0,50 g Skroba otopiti u 50
(CeH100s)n otopina mL zagrijane vode.
Natrijev karbonat, Na2COs | 105,99 Zasicena 200 g bezvodnog natrijeva
otopina karbonatau 1 L
Galna kiselina, 170,12
CsH2(OH);COOH, C7HsOs
Kalijev jodat, KIO3 214,00
Kalijev jodid, KI 166,00
Zeljezov(1T) sulfat, 287,55

Folin—Ciocalteu reagens
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2.1.1 Postupak priprave otopina

Otopina vitamina C priprema se svjeza neposredno prije mjerenja. Za pripravu
uzorka uzima se odvaga od 0,044 g VitC i prenese u odmjernu tikvicu od 25 mL. Tikvica
se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Kako bi se VitC u potpunosti otopio tikvicu
na kratko uronimo u ultrazvuc¢nu kupelji u kojoj se nalazi destilirana voda. Pripremljena
otopina dalje se koristi za elektrokemijska mjerenja.

Priprava otopine acetatnog pufera — Otopina pufera je pripravljena mijeSanjem
0,1 mol dm= otopine octene Kkiseline i 0,1 mol dm= otopine natrijeva acetata,
odgovaraju¢ih volumena, do Zeljene pH vrijednosti (pH=4,5)

Priprava otopine fosfatnog pufera — Za pripravu otopine potrebno je izmijeSati
0,1 mol dm=2 otopine dinatrijevog hidrogenfosfata i 0,1 mol dm= otopine natrijevog
dihidrogenfosfata, odgovaraju¢ih volumena, do Zeljene pH vrijednosti (pH = 3,6).

Priprava kalijeva nitrata — Za pripravu otopine koncentracije 0,1 mol dm
potrebno je izvagati 10,110 g kalijeva nitrata, otopiti ga te kvantitativho prenijeti u
odmjernu tikvicu od 1000 mL, te nadopuniti tikvicu do oznake destiliranom vodom.

Priprava otopine dinatrijevog hidrogenfosfata — Za pripravu otopine
koncentracije 0,1 mol dm=3 potrebno je izvagati 35,814 g dinatrijevog hidrogenfosfata,
otopiti ga, kvantitativno prenijeti u odmjernu tikvicu od 1000 mL te nadopuniti tikvicu

do oznake destiliranom vodom.

Otopine za odredivanje joda titracijom su sljedeée:

Otopina Skroba: 0,500 g Skroba otopiti u 50 mL zagrijane vode.

Otopina jodida: 5 g kalijevog jodida (KI) i 0,268 g kalijevog jodata (K103) otopiti
u 200 mL destilirane vode. Dodati 30 mL sumporne kiseline (c(H2S04)=3 mol dm).
Otopinu preliti u odmjernu tikvicu od 500 mL i dopuniti do kona¢nog volumena od 500
mL.

Standardna otopina vitamina C: 0,250 g VitC otopiti u 250 mL destilirane vode
da koncentracija otopine bude 1 mg mL™. Otopinu ¢uvati u zatamnjenoj boci jer je VitC

osjetljiv na svjetlo.

Otopine za odredivanje ukupnih fenola su sljedece:

Folin—Ciocalteu reagens: Kupljen kao gotova ve¢ pripravljena kemikalija.
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Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata; W(Na;COs3) = 20%: Otopiti 200 ¢
bezvodnog natrijeva karbonata (Na2COs) u 1 L vode kuhanjem. Ohladiti na sobnoj
temperaturi uz dodatak nekoliko kristala natrijeva karbonata i filtrirati nakon 24 sata.

Priprema otopine standarda za odredivanje fenola: U tikvici od 100 mL otopiti
0,500 g prethodno osusene galne kiseline Tikvicu nadopuniti destiliranom vodom do

oznake.

Otopine za FRAP metodu su sljedeée:

Acetatni pufer; ¢ = 300 mmol L™; pH 3,6: Otopiti 3,100 g C2H3sNaO, x 3H20 i 16
mL C2HsO2 u odmjernoj tikvici od 1 L s destiliranom vodom.

Otopina TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin); ¢ = 10 mmol dm™>: U 50 mL
klorovodi¢ne Kkiseline otopiti 159,400 mg TPTZ-a.

Klorovodicna kiselina; c(HCI) = 40 mmol L~1: 400 mL 0,1 mol dm= HCI nadopuni

se s destiliranom vodom do 1000 mL

Otopina zeljezova(lll) klorida; c(FeCls) = 20 mmol dm™: Otopiti 551,600 mg
zeljezo(I1I) klorida (FeCl3x6 H20) u 100 mL destilirane vode.

Matic¢na otopina Trolox standarda: Mati¢na otopina standarda pripravljena je
otapanjem Troloxa. Od mati¢ne otopine pripravljene su otopine s razliitim
koncentracijama od 100—1000 umol dm=,

FRAP reagens pripremljen je od 25 mL acetatnog pufera, 2,500 mL TPTZ
otopine i 2,500 mL FeCls x 6 H20.

2.1.2 Priprava radne elektrode — mikroelektroda od lista pirolitickog grafita

Grafen (Slika 13) ¢ini jedan sloj ugljika koji je ¢vrsto vezan u heksagonalnu
strukturu. Predstavlja altropsku modifikaciju ugljika kod kojeg su atomi vezani u obliku
sp? ravnine, a &ija duljina kovalentne veze izmedu molekula iznosi 0,142 nm.

Povezivanjem slojeva grafena van der Waalsovim silama nastaje grafit, Ciji je

meduplanarni razmak 0,335 nm.

kovalentna veza izmedu
molekula uglika u
heksagonu

van der Waalsove veze medu slojevima

; meduplanarni razmak 0,335 nm
sp2 ravnine

Duljina veze ~0,142 nm




Slika 13. Struktura i Slojevi grafena povezani u grafit.

Grafen je najlaksi poznati materijal (u 1 kvadrathom metru ima tezinu 0,77
miligrama), najbolji vodi€ topline pri sobnoj temperaturi i najbolji provodnik elektri¢ne
energije. S debljinom od jednog atoma predstavlja najtanji spoj koji je poznat ¢ovjeku te
najjaci otkriveni spoj (100-300 puta jaci od cCelika). Takoder ima sposobnost pohrane
velike koliCine energije. Ova svojstva ¢ine grafen odrzivim i ekoloskim rjeSenjem za
neogranicen broj primjena.

Geim i Novoselov su uspjeli grafen odvojiti od metalne plo¢e na kojoj se ,,uzgaja“
koriste¢i obi¢nu ljepljivu traku, a plocu je moguce ponovo koristiti beskonacan broj puta.
To je najjednostavnija metoda proizvodnje grafena iz grafita mehanickim pilingom
tijekom kojeg se savladaju van der Waalsove sile koje drze zajedno slojeve grafena. Za
masovnu proizvodnju grafena koristi se skup 1 sloZzen proces — talozenje kemijskim
parama (eng. chemical vapour deposition (CVD)). U procesu se za talozenje jednog sloja
grafena koriste otrovne kemikalije izlaganjem materijala parama nikla, platine, benzena
ili etilena pri visokim temperaturama.[50] Jo§ jedna metoda masovne proizvodnje
moguca je toplinskom ili kemijskom redukcijom grafitnog oksida (GO).[51]

Grafen je privukao veliku pozornost za primjenu u znanstvenim disciplinama
posebice izradi magnetskih, kemijskih i biosenzora, nanoelektronici i fotodetektorima. U
senzorima djeluje kao osjetilni sloj, pruza izvrsnu toplinsku i elektricnu vodljivost,
kompaktnost, odlicnu mehanicku ¢vrstocu 1 potencijalno nisku cijenu. Grafen i elektrode
koje su modificirane grafenom pokazuju odli¢ne performance u elektrokemiji enzima,
veliku osjetljivost i selektivnost, te mogucnost elektrokemijske detekciju molekula zbog
¢ega prikazuju veliki interes u primjeni u elektroanalitici.[50]

U ovom radu izradena je mikroelektroda od presjeka grafenskog lista, ¢ija je
konacna osjetilna povrSina bila duljine 3 mm i Sirine 25 pm. U presjeku lista od 25 pm
nalazi se priblizno 75000 grafenskih ploha. Povrsina mikroelektrode iznosila 7,4x107
cm?. Piroliti¢ki grafenski list koristen za njenu izradu (PGS — Pyrolytic Graphite Sheet —
Panasonic EYGS121803 Thermal Interface Products) (Slika 14) je sintetic¢ki izraden od
visoko orijentiranog grafitnog polimernog filma, vrlo tanak i lagan s izvrsnom toplinskom
vodljivosti. Materijal je izuzetno fleksibilan i moZze se jednostavno rezati u prilagodljive
oblike. Gustoéa PGS od 1,90 g/cm?®, toplinska vodljivost od 1600 W/(mK), elektri¢na
provodljivost priblizno 20000 S/cm, egzistencijalna snaga od 30,0 MPa, koeficijent
ekspanzije jednak 9,3x10~" 1/K, te toplinska otpornost do 400 °C &ine ga izvrsnim

materijalom za izradu elektronickih sklopova.[52]
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Slika 14. Shema dobivanja PGS [52]

Presjek PGS elektrode je dao mikroelektrodu izlivenu u tijelu od epoksidne smole,

s osjetilnom povrsinom od 7,4x10* cm? (Slika 15).

Neposredno prije mjerenja provedena je mehani¢ka obrada povrsine elektrode u

svrhu postizanja njezine jednoli¢ne povrsine. To ukljucuje bruSenje brusnim papirima

razlicite finoce, te poliranjem s prahom aluminijevog oksida (Al203) ¢esticama promjera

1,0 i 0,05 um. Nakon pravilnog bruSenja i poliranja elektrodu je potrebno isprati

destiliranom vodom, osusiti i pravilno postaviti na mjesto u elektrokemijskoj celiji.

Elektroda je elektrokemijski aktivirana u 0,5 mol dm= dusi¢noj kiselini u rasponu

potencijala izlu¢ivanja vodika 1 kisika.

Duljina 3 mm

Debljina 25 um

N,

P protuelektroda

\ / Rf referentna elektroda

| R radna elektroda

ﬂl

AN

Slika 15. Tijelo radne elektrode i shema aparature za elektrokemijska mjerenja. R —
radna elektroda, Rs — referentna elektroda, P — protuelektroda.
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2.1.3 Priprema celije za elektrokemijsko mjerenje

Za elektrokemijska mjerenja koristena je ¢elija volumena 50 mL, konusnog oblika,
koja se neposredno prije mjerenja dobro ispere redom kako je navedeno: vodovodnom
vodom, destiliranom vodom, 0,5 mol dm™ dusi¢nom kiselinom i redestiliranom vodom.

U ¢celiju se ulije 50 mL odredenog elektrolita, te se spoje elektrode (radna, referentna
Ag/AgCl i protuelektroda), ubaci se magnetno mijesalo, ukljuci propuhivanje elektrolita
dusikom, te se ¢elija spoji na strujni krug i upali se racunalo. Nakon 10 min propuhivanja,
dusik se namjesti na polozaj iznad elektrolita, kako bi se osigurala inertna atmosfera i
¢elija je spremna za elektrokemijsko mjerenje.

PGS elektroda priredena je i optimirana za odredivanje VitC u realnim uzorcima,

odnosno u biljnom materijalu.

2.1.4 Priprema realnih uzoraka — biljni materijal

Drugi cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj razlic¢itih dodataka “zelenog” biootpada
na rast, razvoj i na sadrzaj bioaktivnih spojeva: VitC, fenolne spojeve prikazane kroz
antioksidacijsku aktivnost. Za potrebe istrazivanja koriSteno je sjeme rikole Rukola
naturelle — ROYAL SEEDS.

Navedena povrtna vrsta sijana je ru¢no u biorazgradivim kartonskim kontejnerima
u 6 razli¢itih supstrata (Slika 16), gdje je 1/2 zemlje zamijenjena mjeSavinom odredenog
biootpada i zemlje u omjeru 1:1. Odabrani biootoad je: ljuska od kikirikija, kora banane
i Kivija, usitnjeni papirnati ruénici, usitnjena ljuska jaja, talog od kave, te je Sesti supstrat
bio referentni, odnosno zemlja bez dodataka. Klijanje rikole provedeno je u zatvorenom
prostoru s konstantnom temperaturom, dok je period rasta trajao tri tjedna na otvorenom
prostoru. Nakon tog perioda biljke su rezane do razine zemlje, te im je istog dana odreden

sadrzaj VitC, ukupni fenoli i antioksidacijska aktivnost.
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Slika 16. Rast rikole u biorazgradivim kartonskim kontejnerima

Realni uzorci su priredeni ekstrakcijom 2 g biljnog materijala u 20 mL
redestilirane vode ili 10 g biljnog materijala u 100 mL redestilirane vode, odnosno u
omjeru 1:10 (Slika 17).

Slika 17. Pripremljeni realni uzorci

24



2.2 METODE

2.2.1 Elektrokemijska mjerenja

Koristena je elektrokemijska celija sa 3 elektrode:
Ag/AgCI elektroda kao referentna,
platinska plocica kao protuelektroda,

PGS elektroda

Sva mjerenja su provedena potenciostatom (Autolab PGSTAT 302N) koji je spojen

na osobno racunalo (PC), a kojim se upravlja pomoc¢u GPES 4.9 Softwarea (Eco Chemie)

(Slika 18). Pri radu Kkoristili smo i pH-metar, analiticku vagu (Mettler, AT261) i
magnetsku mijesalicu (MSH—20A).

Slika 18. Elektrokemijska céelija sa postavijenim elektrodama (lijevo) i potenciostat sa
racunalom (desno).

Svojstva PGS elektrode prvo su ispitana u razli¢itim elektrolitima metodom
cikli¢ke voltametije s brzinom promjene potencijala 25 mV/s, te je nakon odabira
pogodnog elektrolita pracena redoks reakcija do koje dolazi dodatkom otopine VitC.
Osnovna otopina VitC pripremana je svjeze svaki dan, neposredno prije izvodenja
mjerenja.

Uvjeti mjerenja za pravokutnovalnu voltametriju su prvo optimirani obzirom na
frekvenciju, visinu impulsa, povecanje potencijala (smik) (f, AEp i AEs ), te su zatim
snimani voltamogrami u podru¢ju promjene potencijala od -0,3 do 0,8 V.

U ovom radu elektrokemijski je odredivana koncentracija VitC metodom
standardnog dodatka (Slika 19). Kod metode standardnog dodatka prvo se mjeri signal
analita koji se nalazi u uzorku. Nakon §to se doda odredena koli¢ina analita, dodaje se
standardna otopina, a koncentracija analita i signal trebaju biti u linearnom odnosu.

25



Svakim novim dodavanjem standardne otopine analita postizemo veéu preciznost i
odbacujemo ili potvrdujemo pretpostavku linearnog odnosa odziva i koncentracije.
Ukoliko koncentracija nakon prvog dodatka odgovara dvostrukoj koncentraciji analita
koji se nalazi u uzroku postizu se najprecizniji rezultati. Metoda je vrlo korisna za uzorke
¢ija je koncentracija analita u uzorku u blizini granice odredivanja ili ako na odredivanje
analita postoji znacajan utjecaj matrice. Metodom standardnog dodatka prevladana su

upravo ova ogranicenja.

Signal

Signal uzorka

< - Dodana koli¢ina ~~

Koli¢ina analita
u uzorku

Slika 19. Graficki prikaz metode standardnog dodatka.

2.2.2 Odredivanje vitamina C titracijom s otopinom jodida

Jedan od nacina utvrdivanja koli¢ine VitC u vocu, voénim sokovima i povréu je
titracija uz koriStenje otopine jodida. Jod je relativno netopiv, medutim njegovim
kompleksiranjem s jodidnim ionima u trijodidni oblik to svojstvo se poboljSava.

l2+1- < 137 (10)

Trijodidni ioni oksidiraju VitC i prelaze u jodidne ione. Kada se sav VitC oksidira,
jod i trijodidni ioni ostaju prisutni u smjesi i reagiraju sa Skrobom u obliku kompleksa
plavo—crne boje koji ujedno predstavlja krajnju tocku titracije.

CeHsOg + I3+ H20 < CsHeOs + 31~ + 2H"* (11)

Prvo se u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL pipetira 25 mL standardne otopine

VitC, doda 10 kapi otopine $kroba i titrira smjesu otopinom jodida. Titracija je zavrSena

kada pojava plavo—ljubicaste boje traje duze od 20 sekundi pri stalnom mijesanju otopine.

26



Postupak se ponovi tri puta. Zatim se 25 mL otopine uzorka prebaci u tikvicu i titrira s
otopinom jodida do plavo-ljubicaste boje koja mora biti postojana 20 sekundi. Postupak
se ponovi tri puta.

Sadrzaj VitC u vocu i povréu rauna se prema jednadzbi:

C (9/25mL) =(V x 0,25) /S (12)

C —g VitC u 25 mL uzorka

V — volumen otopine jodida utroSen za titraciju uzorka (mL)

S — volumen otopine jodida utroSen za titraciju standardne otopine VitC (mL)

Racunom se dobije koli¢ina VitC u 25 mL uzorka! Za nase uzorke rezultat smo
pomnozili sa 4, da se dobije koli¢ina VitC u 100 mL otopine, tj. u 10 g uzorka, odnosno

rezultat smo mnozili s 40 kako bi se dobila koli¢ina VitC u 100 g uzorka sirove rikole.

2.2.3 Spektrofotometrijska mjerenja

Za spektrofotometrijska mjerenja koriSten je spektrofotometar Cary 5000 UV—
Vis—NIR Agilent Technologies (Slika 20 lijevo) i Vernier UV-VIS Spektrofotometar
(Slika 20 desno).

Slika 20. Spektrofotometar Cary 5000 UV-Vis—-NIR Agilent Technologies i Vernier UV-
VIS Spektrofotometar

Spektrofotometrijski su odredivani ukupni fenoli i antioksidacijski kapacitet.
Uzorak se stavlja u kivete koje mogu biti nacinjene od kvarca, plastike ili stakla koji ne
apsorbira valnu duljinu, odnosno proziran je za UV-VIS valno podrucje. Kivete su
posebno dizajnirane za spektrofotometrijsku analizu, a postoje u razli¢itim veli¢inama i
oblicima. Prije obavljanja analize potrebno ih je temeljito ocistiti jer ne smiju sadrzavati
necistoce koje mogu utjecati na spektroskopsko ocitanje.[45]

Odredivanje ukupnih fenola — Ukupni fenoli odreduju se metodom po Folin—

Ciocalteu. Metoda je spektrofotometrijska i temelji se na oksidaciji fenolnih grupa
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dodatkom Folin—Ciocalteu reagensa i nastajanju obojenog produkta. Fenolne grupe
oksidiraju se do kinona dodatkom smjese molibdofosfatnih i volframfosfatnih aniona koji
se reduciraju 1 daju plavo obojenje. Nereducirani Folin—Ciocalteu reagens je zute boje
dok reducirani ima stabilnu plavu boju. Intenzitet obojenja mjeri se odredivanjem
apsorbancije pri 765 nm u odnosu na slijepu probu.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom — FRAP (Ferric
reducing/Antioxidant power) je jednostavni direktni test antioksidacijske aktivnosti. Ova
metoda je inicijalno razvijena da bi se odredila antioksidacijska aktivnost krvne plazme,
ali se moze koristiti 1 za odredivanje antioksidacijskog djelovanja drugih uzoraka (npr.
ekstrakti biljaka).

Neenzimski antioksidansi (npr. VitC) mogu se smatrati reducensima koji mogu
inaktivirati oksidanse. To je redoks reakcija u kojoj je neka reaktivna vrsta (slobodni
radikal) reducirana na racun oksidacije nekog drugog spoja. Antioksidacijska aktivnost je
sposobnost reduciranja, a kod FRAP metode koristi reducense u redoks — kolorimetrijskoj

reakcji ,,angaziraju¢i“ oksidans koji se lako reducira (Slika 21).

Slijepa proba

i E

—

(D
w

E
Fe2*

Uz prisutni antioksidans

Slika 21. Shema FRAP metode : Fe** — TPTZ (Zuto obojenje) reducira se do Fe?* —
TPTZ (nastaje plavo obojenje)
Pri niskim pH ioni Fe** se reduciraju do iona Fe?* koji apsorbiraju svjetlo kod

valne duljine 593 nm.

FRAP reagens pripremljen je od 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ otopine i
2,5 mL FeClz x 6 H20. 1,5 mL pripremljenog reagensa se stavlja u kivetu od 10 mm i
ocita apsorbancija reagensa kod 593 nm (Ao). Nakon toga se u kivetu doda 50 uL uzorka
i 150 pL destilirane vode i prati promjena apsorbancije kod 593 nm tijekom 4 minute.
Stvara se plavo obojenje. Nakon 4 minute ocita se apsorbancija i za svaki uzorak izracuna

promjena apsorbancije (AA) prema jednadzbi:
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AA=A-A0 (13)
Promjena apsorbancije uzorka usporedi se s promjenom apsorbancije izazvane
dodatkom standardne otopine Troloxa i izratuna FRAP vrijednost prema jednadzbi

pravca.
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3 REZULTATI I RASPRAVA

3.1 Rezultati i rasprava ciklicke voltametrije

Na samom pocetku istrazivanja, snimljeni su ciklicki voltamogrami PGS
elektrode u razlicitim elektrolitima. Rezultati su prikazani na Slici 22. Ciklicki
voltamogrami snimani su redom u navedenim elektrolitima (svi elektroliti su mnozinske
koncentracije 0,1 mol dm=) u ¢&istoj otopini fosfatnog pufera pH=2, acetattnog pufera

pH=4,5, te u otopinama Na,HPO4 i KNOj3 s brzinom promjene potencijala od 25 mVs™.

0.3 Fosfatni pufer pH=2
’ — Acetatni pufer pH=4.5
0.2 —— 0.1 mol dm™ KNO, pH=7
’ —— 0.1 mol dm* Na,HPO,pH=9.6
"= 0.1
Q
=
01
-0.2 +
-0.3
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V

Slika 22. Odziv elektrode od grafitnog lista (PGS elektrode) u razlicitim otopinama
elektrolita.

Snimljeni cikli¢ki voltamogrami prikazani na Slici 22 pokazuju porast katodne i
anodne struje pri potencijalima negativnijim od -0,2 V i pozitivnijim od 0,6 za sve
odabrane elektrolite u danim uvjetima. Najvece pozadinske struje snimljene na PGS
elektrodi primijecene su u otopini fosfatnoga pufera. Iz oblika cikli¢kih voltamograma
moze Se zakljuciti kako su reakcije elektrodnog materijala nepotpune u fosfatnom puferu
pri pH=2. Anodna grana ukazuje na oksidaciju PGS elektrode, sto za posljedicu ima
stvaranje skupina s kisikovim atomima — hidrokso, karbokso ili keto skupina. U otopini
Na;HPO4 anodna i katodna reakcija, takoder kataliziraju reakcije elektrodnog materijala
uz najvecu potpunost reakcija, kako anodne tako i katodne. Kinetika katodne reakcije
razvijanja vodika kontrolirana je sastavom elektrolita i kinetickim parametrima i1 ovisi o

30



difuziji vrsta k elektrodi, te je iz snimljenih voltamograma vidljivo da je pri vrlo
negativnom potencijalu (1,0 V) upravo reakcija razvijanja vodika promatrana reakcija.
Redukcija elektrodnog materijala pri potencijalu priblizno —0,5 V karakteristi¢na je za
sve promatrane elektrolite. Ovaj porast katodnih struja je razlicit za razlicite pufere. One
se mogu pripisati simultanim katodnim reakcijama izlucivanja vodika (HER) i
redukciji oksidiranih vrsta iz anodnog ciklusa.

Daljnja mjerenja za odredivanje VitC provedena su takoder u svim odabranim
elektrolitima, ali je za prikaz i primjenu odabrana otopina KNO3 kao pogodan elektrolit.
Elektrokemijska svojstva VitC su prvo proucavana cikliCkom voltametrijom u rasponu
potencijala od -0,8 V do 0,8 V s Ag/AgCI referentnom elektodom. Na Slici 23. prikazan
je cikli¢ki voltamogram VitC, snimljen s promjenom potencijala 25 mV s, u $irokom

podrucju potencijala.

6 — PGS elektroda u 0.1 mol dm™ KNO,
—— Dodatak 0.01 mmol dm” Vit C
—— Dodatak 0.10 mmol dm” Vit C
—— Dodatak 1.00 mmol dm” Vit C
41
g
o
R
—
~
0 L
ol
-4

08 06 04 02 00 02 04 06 08
E/V

Slika 23. Ciklicki voltamogram otopine VitC u otopini KNOs koncentracije 0,1 mol dm™3
pri brzini promjene potencijala, v = 25 mV/s.

Na ciklickom voltamogramu je vidljiv jedan anodni strujni vrh pri potencijalu, Ea
= 0,45 V, koji odgovara oksidaciji askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu.
Kao §to se moze zamijetiti pri vecoj koncentraciji VitC i s odabranom brzinom snimanja
reakcija oksidacije je nepotpuna i odvija se usporedno s oksidacijom elektrodnog
materijala. Katodni vrh pri danim uvjetima nije zapazen niti pri najvec¢oj koncentraciji
VitC, §to sugerira ireverzibilnu reakciju, a $to nije u skladu s literaturnim podacima za

redoks reakciju askorbinske/dehidroaskorbinske kiseline.
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U svrhu razjasnjavanja mehanizma oksidacije VitC snimljeni su ciklicki
voltamogrami u Sirem i uzem podruéju potencijala, prikazani na slici 23A i 23B uz
razliCite brzine promjene.

Kao §to se moze uociti na slici 24A, katodna reakcija koja se odvija na
elektrodnom materijalu, odnosno na negativnijim potencijalima ¢ini oksidaciju VitC
ireverzibilnom reakcijom. Suzavanjem podrucja potencijala i pravilnim odabirom uvjeta
snimanja, odnosno odabirom katodne granice (Slika 24 B) uocen je i katodni vrh koji
odgovara kvazireverzibilnoj reakciji redukcije dehidroaskorbinske u askorbinsku

kiselinu.[53,54]

8 L
6l
5 A
<ol
0+
2 L . . . . . .
-08 -06 -04 -02 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0
EIV +2H+ 2
¥ &y e 4
40}
g 20!
Q
<
=t
~
0.0+ B
20
0.0 0.2 04 0.6 0.8

EIV
Slika 24. Ciklicki voltamogrami otopine vitamina VitC ¢ = 0,5 mmol dm=3 u otopini
KNOj3 koncentracije 0,1 mol dm= pri razlicitim brzinama promjene potencijala,
snimljeni u sirem (4) i uzem (B) podrucju potencijala

U ciklickom voltamogramu je vidljiv jedan anodni predpik koji sugerira mogucu
adsorpciju VitC na povrSinu PGS elektrode i anodni strujni vrh pri potencijalu, Ea = 0,41
V, koji odgovara oksidaciji askorbinske kiseline, a dobiven je ekstrapolacijom linearne
ovisnost potencijala o brzini snimanja. Na voltamogramu se moze uociti jedan katodni

vrh pri potencijalu Ex = 0,27 V koji odgovara redukciji dehidroaskorbinske kiseline u
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askorbinsku kiselinu. Dobivena vrijednost AEp iznosi priblizno 140 mV §to ukazuje na
kvazireverzibilnu reakciju i transport 2 elektrona. [53,54]

Kao §to je prikazano na Slici 24B, jakosti struje oba strujna vrha, anodnog i
katodnog, povecéavaju se kada se povecava brzina promjene potencijala. Dobivena je i
ovisnost visine strujnih vrhova o brzini promjene potencijala i njegovom Kkorijenu pri
koncentraciji 0,5 mmol dm, Prema litearaturi linearna korelacija izmedu struje anodnog
vrha i drugog korijena brzine promjene potencijala dobivena primjenom Randles—
Sevéikove jednad’be pokazuje da je i primjenom PGS elektrode oksidacija VitC

difuzijski kontroliran proces. [56]

3.2 Rezultati i rasprava pravokutnovalne voltametrije

Nakon optimizacije sustava, uvjeti su sljede¢i: Odabrani elektrolit je 0,1 mol dm™
otopina KNOs, dok je izabrani potencijal akumulacije Eacc=—0,300 V, a vrijeme
akumulacije tac=120 s, s tim da je 60 s uz mijeSanje elektrolita, te 60 S vrijeme
uravnotezenja U mirnom elektrolitu. Podru¢je snimanja je od -0,30 do 0,80 V, s
frekvencijom potencijalnog skeniranja (f) od 8 Hz, visinom impulsa (4Ep) od 200 mV i
poveéanjem potencijala (4Es) od 5 mV.

Uz ove uvjete osigurali smo dobar odziv elektrode, visoku osjetljivost i
reproducibilnost mjerenja.

Rezultati SWV u prisutnosti razli¢itih koncentracija, odnosno razli¢itih dodataka
standardne otopine VitC, prikazani su na Slici 25, s odgovaraju¢im grafikonima
umjeravanja kao ulomcima. Voltamogrami su dobiveni metodom standardnog dodatka.
Grafikoni umjeravanja dobiveni su oduzimanjem pozadinske struje iz odgovarajucih
voltamograma. Kao §to se moze vidjeti iz prikazanih rezultata dobivena su dva razli¢ita
linearna podru¢ja obzirom na koncentraciju prisnog analita. Za podruje niZe
koncentracije, od 0,18 do 7,04 ug L, osjetljivost je 11,7 pA po jedinici masene
koncentracije, dok je za podrugje vise koncentracije, od 10,6 do 70,4 ug L}, osjetljivost
134 pA po jedinici masene koncentracije. Linearnost oba koncentracijska podrucja je
izvrsna (R?= 0,998 i 0,999).

33



70.4 mg/L
52.8 mg/L
352 mg/L
17.6 mg/L
14.1 mg/L
10.6 mg/L

-0.2 0.0 0.2 04 0.6
E/V
12l .
.
8 L
I .
4 - Aj=134y
P A R*=0.999
0 =000 00 004 " 0.06
v/ mg/L

0.08

0.18 mg/L
0.53 mg/L
0.88 mg/L
1.23 mg/L
1.58 mg/L
1.76 mg/L
3.52 mg/L
7.04 mg/L

0.4
0.2
0.0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6
E/V
.
0.8
0.6 ¢
.
0.4
e .
02+ o A=11.7y+0.009
00 . J . RZ:O'Q.QB ‘
0,000 0.002 0.004 0.006 0.008
v / mg/L

Slika 25. SW voltamogrami s osnovnom korekcijom, zabiljezeni na PGS elektrodi u 0,1
mol dm KNOjs uz sukcesivno dodavanje VitC s odgovarajucim grafikonima
umjeravanja kao ulomcima

Usporedbom razli¢itih koncentracijskih podru¢ja uocena je i promjena u

mehanizmu oksidacije VitC. Za viSe koncentracijsko podrucje pojava drugog

oksidacijskog strujnog vrha pomaknuta u odnosu na nize koncentracijsko podrucje u

katodnom smjeru, pri potencijalu priblizno —0,05 VV sugerira promjenu mehanizma, te se

moze zakljuciti kako je izmjena elektrona olakSana za uzorke s veCom koncentracijom

VitC. Ova pojava nije utjecala na linearnu ovisnost koncentracije o visini strujnog pika.

Sam oblik voltamograma sugerira o kojem koncentracijskom podrucju je rijec.
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3.3 Analiza realnih uzoraka

3.3.1 Karakteristike biljnog materijala

Nakon provedenih predmjerenja pristupili smo odredivanju VitC u realnim
uzorcima.

Odabrani dodaci zelenog biootpada (Slika 26) su sljedeci:

1. Ljuske kikirikija doprinose prozracivanju tla i zadrZavanju vode.

2. Papirnati ru¢nici — pomaze U prozradivanju tla i poboljSanju sposobnosti za
odrzavanje biljnog Zivota

3. Koraod banane i kivija—najveci izvor kKalija u prehrani ne samo ljudi ve¢ i biljaka
je upravo kora od banane. Kalij u biljci ima znacajnu ulogu u aktivaciji enzima i
regulaciji propusnosti stanicnih membrana. Biljke dobro opskrbljene kalijem
otporne su na posljedice suSe i bolesti. Kivi kao jedan od citrusa pruza biljci
prirodnu zastitu od StetoCina.

4. Talog kave promice plodnost tla i poboljsanjva cjelokupno zdravlje biljke
zahvaljujuéi velikom udjelu dusika.

5. Ljuske jaja se brzo razgraduju, a kako su bogate kalcijem i mineralima, pomo¢i
¢e mikroorganizmima da biootpad bolje prerade i obogate zemlju kalcijem.

Obzirom na navedeno za ocekivati je kako ¢e rezultati utjecaja ljuske jaja biti

Slika 26. Odabrani dodaci biootpada i rikola.
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Biljni materijal, rikola (Eruca sativa) nakon tri tjedna uzgoja na otvorenom
prostoru tijekom svibnja, rezana je do nivoa zemlje, te su joj prvo procijenjene vizualne
karakteristike (boja i izgled biljke), te su rezultati prikazani u Tablici 1 i na Slici 27,
zajedno s pra¢enim pH procjedne zemlje i temperaturom okoline.

Uvidom u Tablicu 1 mozemo uociti kako su biljke uzgojene na supstratima uz
dodatak banane i kivija te ljuske jaja narasle do skoro iste visine kao i bez dodataka. Biljke
uzgojene na supstratima uz dodatak ljuske od kikirikija, taloga kave i ljuske od jaja bile
su zdravijeg izgleda u odnosu na rikolu uzgojenu na supstratu uz dodatak kuhinjskih
rucnika. Razlog je najvjerojatnije u dodatku izbjeljivaca koji se koristi u papirnoj
industriji.

Biljka uzgojena na supstratu uz dodatak taloga kave pokazala je neSto visi pH
procjedne zemlje, odnosno dodatak taloga od crne kave ¢ini zemlju blago alkalnom.
Nadalje, boja biljke je bila tamnozelena s primjesom ljubicaste, te je moguci zakljucak
kako talog kave doprinosi rastu sadrzaja pigmenta antocijanina ljubiCaste boje koji

mijenja boju ovisno o pH.
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Tablica 1. Utjecaj dodatka ,,zelenog” biootpada na rast rikole i pH supstrata — nakon tri tjedna uzgoja na otvorenom.

Ljuska od Kikirikija Banana i Kivi Papir Talog od kave Ljuska od jaja Zemlja
h t pH h t | pH h t | pH h t | pH h t | pH h t | pH
mm °C mm | °C mm | °C mm | °C mm | °C mm | °C
1.dan 0 23 6,0 0 23 | 6,0 0 23 | 6 0 23 | 6,0 0 23 | 6,0 0 23 | 6,0
3. dan 2 24 6,3 2 24 | 6,1 2 24 | 6,3 2 24 | 6,2 2 24 | 6,2 2 24 | 6,2
6. dan 8 24 6,5 7 24 | 6,4 8 24 | 64 3 24 | 64| 10 | 24 | 70| 11 | 24 |65
9. dan 10 29 7,0 10 |29 | 70| 12 | 29 | 64 6 29 | 65| 17 |29 |70 | 17 | 29 |70
12. dan 12 28 7,0 16 | 28 | 70| 15 | 28 | 6,4 7 28 | 70| 20 | 28 | 70| 21 | 28|70
15. dan 17 27 7,2 20 |27 | 76| 18 |27 |64 | 12 |27 |74 | 26 |27 | 75| 26 |27 |70
18. dan 25 27 7,2 30 |27 |80 | 25 |27 |64 | 20 |27 |80 | 30 |27 |77 | 32 |21 |70
21. dan 31 30 7,3 35 [ 30]80] 31 [30|62] 27 |30 [82] 34 |30 ]80] 37 [3]70
BOJA Tamno zelena Zelena boja Svijetlo zelena | Zeleno ljubicasta | Tamno zelena Tamno zelena
[
IZGLED Zdrava biljka Zdrava biljka Slabije razvijena Zdrava biljka Zdrava biljka Zdrava biljka
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3.3.2 Rezultati odredivanja VitC pravokutnovalnom voltametrijom

Na Slici 28 prikazani su voltamogrami bez korekcija za Sest ispitivanih realnih
uzoraka, odnosno vodenih ekstrakata rikole. Jedan mililitar uzorka dodan je u
elektrokemijsku celiju, te je uz optimirane parametre snimljen voltamogram svakog
uzorka. Na voltamogramima svih ispitivanih uzoraka uocen je jedan oksidacijski strujni
vrh oko potencijala Ea = 0,2 V $to odgovara prouc¢avanom oksidacijskom procesu VitC.
Naime, rezultati SV voltametrije su pokazali kako je oksidacijski strujni vrh VitC
pomaknut nesto anodnije u odnosu na mjerenja ciklickom voltametrijom.

Skoro svi uzorci pokazali su i dodatni anodni strujni vrh na potencijalu blizu nuli,
koji moze ukazati na adsorpciju ili oksidaciju drugih bioaktivnih molekula, takoder s
oksidacijskim djelovanjem, npr, jednostavni fenoli ili sli¢ni spojevi male molekulske

mase.

Uzorak 1
Uzorak 2
1.8 | Uzorak 3
Uzorak 4
Uzorak 5

Uzorak 6

1.6

j/mAcm’

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

Slika 28. Voltamogrami snimljen na PGS elektrodi u otopini KNO3 uz dodatak 1

mL uzorka — ekstrakta rikole.

Na Slikama 29 do 34 prikazani su SW voltamogram korigirani za vrijednost bazne
linije, s odgovaraju¢im grafikonom kao ulomkom snimljenim na PGS elektrodi u otopini
KNO3 u svrhu odredivanja koncentracije VitC u uzorcima ekstrakta rikole metodom

standardnog dodatka.
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Slika 29 — SW voltamogram — odredivanje koncentracije
rikole metodom standardnog dodatka UZORAK 1 —ri
dodatkom ljuske od kikirikija
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Slika 30 — SW voltamogram — odredivanje koncentracije VitC u uzorcima ekstrakta

rikole metodom standardnog dodatka UZORAK 2 —ri
dodatkom papirnatih rucnika
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Slika 31 — SW voltamogram — odredivanje koncentracije VitC u uzorcima ekstrakta
rikole metodom standardnog dodatka UZORAK 3 — rikola sijana u supstratu s
dodatkom kore banane i kivija
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Slika 32 — SW voltamogram — odredivanje koncentracije VitC u uzorcima ekstrakta

rikole metodom standardnog dodatka UZORAK 4 — rikola sijana u supstratu s
dodatkom taloga kave
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Slika 33 — SW voltamogram — odredivanje koncentracije VitC u uzorcima ekstrakta
rikole metodom standardnog dodatka UZORAK 5 — rikola sijana u supstratu s
dodatkom ljuske od jaja
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Slika 34 — SW voltamogram — odredivanje koncentracije VitC u uzorcima ekstrakta

rikole metodom standardnog dodatka UZORAK 6 — rikola sijana u supstratu bez
dodataka
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Iz dobivenih krivulja umjeravanja ekstrapolacijom na negativni dio osi x oCitana
je koncentracija VitC u realnom uzorku, te preraCunata na koli¢inu uzorka rikole mase
100 g, koja odgovara volumenu ekstrakta od 1 L. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici
2, te usporedeni s rezultatima dobivenim klasi¢nom metodom titracije s otopinom jodida

(Slika 35),

Tablica 2. Sadrzaj VitC dobiven primjenom pravokutnovalne metode i klasicnom

titraciijjom — nakon tri tjedna uzgoja na otvorenom.

Uzorak — Rikola SWV Vitamin C
supstrat Rezultati Titracija otopinom jodida
mg/1L mg/1L Srednja
uzorka uzorka vrijednost
Zemlja s dodatkom
Uzorak 1 ljuske od Kikirikija 128 111 | 115 | 120 115.3
Uzorak 2 | 4emias dodatkom 155 150 | 147 | 150 |  149.0
papira
Uzorak 3 | Zemijas dodatkom 421 301 | 300 | 300 | 300.3
kore banane i kivija
Uzorak 4 | 4emias dodatkom 504 360 | 415 | 424 | 399.7
taloga od kave
Uzorak5 | £emias dodatkom 136 120|130 | 130 | 126.7
ljuske jaja
Uzorak 6 | Zemlja bez dodataka 399 280 | 270 | 280 276.7

*1L uzorka odgovara 100 grama sirovog biljnog materijala.

42



Vitamin C

600.0 7

I ccultati dobiven
sp00 + pravokumovalnom voltametrijom

£ a0o +
E ) - - rezultati dobivent titracijom
3 3000 1
=1
e
B 2000 1
E

00 +

1 2 3 4 5 &

Broj uzorka

Slika 35. Graficki prikaz sadrzaja VitC u 100 g rikole

Nakon provedenih mjerenja mozemo utvrditi kako je dodatkom 1 mL uzorka u
elektrolitsku ¢eliju moguce utvrditi koncentraciju VitC u realnim uzorcima.
Koncentracijsko podrucje u kojem je mjereno je nize koncentracijsko podrucje (0,18 do
7,04 ug L), a osjetljivost je 11,7 pA po jedinici masene koncentracije, prema krivulji
umjeravanja standarda. 1z Tablice 2 je vidljivo kako je najveéi sadrzaj VitC prisutan u
Uzorku 4, odnosnu u rikoli sijanoj uz dodatak taloga kave, dok je najmanji sadrzaj VitC
u rikoli sijanoj uz dodatak ljuske kikirikija. Dobiveni rezultati za nize udjele VitC (uzorci
1, 2 i 5) su u suglasnosti s rezultatima dobivenim titracijom s otopinom jodida. Kod
uzoraka s ve¢im sadrZzajem VitC moze se uociti odstupanje rezultata, a rezultat
elektrokemijskih mjerenja moze biti i posljedica paralelne oksidacije drugih vrsta iz
uzoraka u odabranom podru¢ju mjerenja. Rezultate bi svakako bilo potrebno potvrditi i

nekom drugom sofisticiranom metodom.

3.3.3 Rezultati odredivanja ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti

Ukupni fenoli u realnim uzorcima odredeni su metodom po Folin—Ciocalteu (Slika
36). Spektrofotometrijski se prati promjena boje uzoraka kao posljedica oksidacije
fenolnih spojeva dodatkom Folin—Ciocalteu reagensa, koji predstavlja smjesu
molibdofosfatnih i volframfosfatnih aniona. Intenzitet obojenja mjeri se odredivanjem
apsorbancije kod 765 nm u odnosu na slijepu probu. Za izradu standardne krivulje
potrebno je pripraviti otopine galne kiseline razliitih koncentracija koje su ustvari radni

standardi koncentracija 0, 50, 100, 150, 250 i 500 mg L. 1 ml otopine standarda mijesa
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se s 60 mL destilirane vode, 5 mL Folin—Ciocalteu, 15 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata, dobro promucka i nadopuni do oznake s vodom i ostavi stajati 2 sata na sobnoj
temperaturi u mraku, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija svake otopine kod 765 nm prema
vodi u kivetama Sirine 1 cm. Konstruirana standardna krivulja koncentracija prema

apsorbanciji sluzi za procjenu ukupnih fenola u uzorcima.

1.2

1.0} OQ
o8| Y'Y

0.6

04+t
y=0.001xkoncGA

Apsorbancija pri 765 nm

0.2+

0.0

0 200 400 600 800 1000 1200
Koncentracija galne kiseline, mg/L

Slika 36. Odredivanje ukupnih fenola.

Isti postupak se ponovi s uzorcima (ekstraktima rikole) koji se dodaju u tikvicu
umjesto standarda galne kiseline. Prave se tri otopine iste koncentracije ekstrakta i nakon
2 sata mjeri apsorbancija. Primjenom krivulje standarda, odnosno jednadzbe pravca ocita
se 1li izra€una koncentracija fenola u uzorku. Dobiveni rezultati izraZeni su kao ekvivalent
galne kiseline (GAE), budu¢i da je ona koristena kao standard, te su prikazani u Tablici
3.

Antioksidacijska aktivnost odredena je FRAP metodom. FRAP metodom je
aktivnost antioksidansa izrazena u odnosu na Trolox otopine poznate koncentracije.
Svjeze pripravljenom FRAP reagensu ocitali smo apsorbanciju pri 593 nm koja
predstavlja apsorbanciju slijepe probe, Ao. Nakon toga smo u kivetu s FRAP reagensom

dodali 50 uL uzorka, ekstrakta rikole i 150 pL destilirane vode. Kontinuirano je pracena
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promjena apsorbancije kod 593 nm tijekom 10 minute, te je ocitana nakon 4 i nakon 10
minuta. Dobiveni rezultati izrazeni su kao Trolox ekvivalenti (TE), buduéi je on koriSten

kao standard, te su prikazani u Tablici 3.
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Tablica 3. Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost rikole dobivene spektrofotometrijskom metodom — nakon tri tjedna uzgoja
na otvorenom.

Uzorak — Rikola . i Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost/
Ukupni fenoli . .
Folin_Ciocalteu readens nakon 4 minuta nakon 10 minuta
supstrat g FRAP metoda FRAP metoda
Srednja Srednja Srednja
AE/L .. MTE .. MTE ..
mg GAE/ vrijednost B vrijednost " vrijednost
Zemlja s dodatkom [juske od 222|216 | 216 | 218 | 211 | 305 |318| 278 |555| 601 | 617 | 591
kikirikija
Zemlja s dodatkom papira 216 | 232 | 232 227 248 | 198 | 222 223 595 | 606 | 604 602
iﬁ:}ga s dodatkom banane | 199 | 186 | 186 | 190 | 165 | 205 | 207 | 192 | 486 | 504 | 399 | 463
Zemlja s dodatkom taloga od kave | 333 | 302 | 311 315 318 | 345 | 366 343 604 | 615 | 614 611
Zemlja s dodatkom ljuske jaja 160 | 166 | 142 156 166 | 186 | 205 186 389 | 401 | 402 397
Zemlja bez dodataka 222 | 232 | 199 218 224 | 226 | 242 231 588 | 601 | 599 596

*1L uzorka odgovara 100 grama sirovog biljnog materijala.

Ulupni fenoli
Ukupna antioksidacijska aktivnost nakon 4 minute Ukupna antioksidacijska aktivnost nakon 10 minuta
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Slika 37. Graficki prikaz — Usporedba dobivenih vrijednosti za ukupne fenole i antioksidacijsku aktivnost.
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Iz provedenih spektrofotometrijskih mjerenja mozemo uoditi kako je najveca
koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost nakon 4 minute (brzi
antioksidansi) prisutna u Uzorku 4, odnosnu u rikoli sijanoj uz dodatak taloga kave, dok
je najmanji u rikoli sijanoj uz dodatak ljuske jaja. Iznenadujuci je podatak kako nakon 10
minuta antioksidacijska aktivnost skoro svih biljnih vrsta doseze gotovo istu vrijednost
(Slika 37).

Tablica 4. Usporedba antioksidacijske aktivnosti prema TE reagensu i koli¢ine VitC
odredene voltametrijskom metodom — korelacija rezultata

Uzorak — Rikola Antioksidacijska Antioksidacijska
aktivnost aktivnost SWv
supstrat nakon 4 minuta nakon 10 minuta Rezultati
FRAP metoda FRAP metoda
Srednja vrijednost | Srednja vrijednost mg/1L
uM TE pM TE uzorka

Zemlja s dodatkom
ljuske od Kikirikija 278 591 128
Zemlja s dodatkom 993 602 155
papira
Zemlja s dodatkom 192 463 421
banane i Kivija
Zemlja s dodatkom 343 611 504
taloga od kave
Zemlja s dodatkom 186 397 136
ljuske jaja
Zemlja bez dodataka 231 596 399

VaZzno je napomenuti kako se antioksidacijska aktivnost na sli¢an nacin provodi 1
u odnosu na VitC. Usporedimo li rezultate dobivene za sadrzaj VitC pomoéu PGS
elektrode sa spektrofotometrijskim rezultatima mozemo zakljuciti kako se upravo ova
metoda moZe koristiti 1 za odredivanje antioksidacijske aktivnost ve¢ine uzoraka biljnog
porijekla, radi slicnosti u trendu.

Dakle, korelacija u rezultatima je prisutna. Izbor metode odredivanja je kljucan i
ovisi 0 vrsti analita. Ovom metodom smo u mogucnosti brzo i precizno procijeniti
antioksidacijsku aktivnost uzoraka prema VitC kao standardu. Moderne voltametrijske
tehnike omogucéavaju analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenu i ne zahtijevaju
upotrebu otapala za ekstrakciju i predobradu uzorka, te koriste osjetljive, jeftine i lako
primjenjive instrumente. Sve navedeno govori u prilog tome kako je predlozenu

metodologiju svakako pozeljno dodatno usavrsiti.
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4 ZAKLJUCAK

S obzirom na sloZenost analiti¢kih instrumenata voltametrijske metode zahtijevaju
minimalnu pripremu uzorka i daje nam prednost brze analize. Zbog niske cijene opreme
kao i jednostavnosti postupka, voltametrija pruza atraktivnu alternativu titrimetrijskih i
instrumentalnih metoda, posebno u kontroli hrane. Ne zahtijeva skupu opremu i
kvalificirano osoblje poput kromatografije, niti je dugotrajna i mukotrpna kao spomenuta
instrumentalna tehnika. Posebno treba istaknuti kako razvijena metodologija ne zahtjeva
predobradu uzorka, skupe kemikalije niti agresivna otapala.

U ovom radu prikazana je preliminarna studija o mogucnosti primjene PGS
elektrode za odredivanje VitC. Rezultati dobiveni primjenom GPS elektrode za
odredivanje VitC za uzorke visoke antioksidacijske aktivnosti govore u prilog tome da se
razvijena metodologija moze uspjes$no Koristiti za odredivanje VitC, a samim tim i za
procjenu antioksidacijske aktivnosti. PGS elektroda je posluzila kao dobar materijal za
elektrokemijsku primjenu.

Kao donator elektrona, askorbinska kiselina sluzi kao jedan od najvaznijih
antioksidansa male molekularne mase koji doprinosi ukupnom antioksidativnom
kapacitetu.

Pravokutnovalna voltametrija (SWV) optimizirana je i provedeno je analiti¢ko
odredivanje u podrucju potencijala od —0,30 do 0,80 V, s frekvencijom potencijalnog
skeniranja (f) od 8 Hz, visinom impulsa (AEp) od 200 mV i poveéanjem potencijala (AES)
od 5 mV. Dobiveni rezultati pokazuju linearni odziv PGS elektrode u Sirokom podrucju
koncentracija. Za podrugje nize koncentracije, od 0,18 do 7,04 pg L2, osjetljivost je 11,7
HA po jedinici masene koncentracije, dok je za podruc¢je vise koncentracije, od 10,6 do
70,4 ng L, osjetljivost 134 pA po jedinici masene koncentracije. Linearnost oba
koncentracijska podrugja je izvrsna (R?>= 0,998 i 0,999).

Rezultati dobiveni za uzorke rikole posadene na razli¢itim podlogama dobro se
slazu s rezultatima dobivenim klasi¢nim metodama odredivanja u sluc¢aju nizih
koncentracija VitC u uzorku. Pri ve¢im koncentracijama VitC rezultati su nesto veci, Sto
upucuje na moguée interferencije s nekim fenolnim spojeva, koji takoder imaju
antioksidativno djelovanje. Rezultati za veé¢e koncentracijsko podrucje su u skladu sa
trendom povecanja ukupne antioksidativne aktivnosti za ove uzorke. Promjena
oksidacijskog mehanizma uocena je za vecu koncentraciju VitC i prati trend rasta

antioksidacijske aktivnosti.
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U smislu procjene utjecaja dodataka zelenog biootpada zemlji, a u svrhu
poboljsanja nutritivnih karakteristika rikole dobiveni su sljede¢i rezultati:

- dodatak taloga crne kave ¢ini tlo blago alkalnim S§to rezultira znacajnim
povecanjem sadrzaja VitC, ukupnih fenola i antioksidacijskog djelovanja, te
povoljno utjece na rast rikole.

- dodavanje ljuske jaja u supstratu nije pokazalo pozitivan u¢inak, niti na rast niti
na sadrzaj VitC, kao ni na ukupne fenole i antioksidativnu aktivnost nakon

razdoblja od tri tjedna uzgoja.

Na kraju moZemo izvesti sljedeéi zakljucak:

Korelacija u rezultatima je prisutna. Izbor metode odredivanja je kljucan i ovisi o
vrsti analita. Ovom metodom smo u moguénosti brzo 1 precizno procijeniti
antioksidacijsku aktivnost uzoraka prema VitC kao standardu. Moderne voltametrijske
tehnike omogucavaju analizu velikog broja uzoraka u kratkom vremenu i ne zahtijevaju
upotrebu otapala za ekstrakciju i predobradu uzorka, te koriste osjetljive, jeftine i lako
primjenjive instrumente. Sve navedeno govori u prilog tome kako je predlozenu
metodologiju svakako poZeljno dodatno usavrsiti.

Obzirom kako smo se u radu bavili i zelenim biotpadom mozemo reéi kako
biootpad koji u kucanstvu nastaje svaki dan moramo promatrati kao izvor energije za

biljke, ali i za ¢ovjeka, a ne samo kao otpad.
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Rezultati ovog rada predstavljeni su na 13. medunarodnom znanstveno-stru¢nom
skupu HRANOM DO ZDRAVLIJA, koji je odrzan u Osijeku 16. i 17. rujna 2021. godine
u vidu posterske prezentacije.

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR DETERMINATION OF VITAMIN C AND
EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY

Nives Vladislavi¢™", Ivana Skugor Ronéevi¢', Danijela Skroza?, Ivana Vrca?, Ana Marija Kondza'

‘Department of General and Inorganic Chemistry, Faculty of Chemistry and Technology, Rudera Boskovica 35, 21000 Split, Croatia
2pepartment of Food Technology and Biotechnology, Faculty of Chemistry and Technology, Rudera Boskovi¢a 35, 21000 Split, Croatia
“nives@ktf-split.hr

INTRODUCTION
It is known that carbon materials due to low ohmic resistance can significantly
improve the electroanalytical properties of the sensing layers. Carbon materials
also provide a variety of modification options that often have been used to ol
develop highly sensitive sensors to investigate electrochemical properties and 02
detect organic and inorganic compounds. The first goal of this work was to develop 03
a simple electrochemical method for the determination of Vitamin C (VitC). The
cyclic voltammetry was used to characterize microelectredes and square wave v £y
voltammetry to quantify VitC. A procedure for quantifying VitC in the real sample Figure 1. Cyclic voltammograms recorded at Figure 2. Cyclic voltammograms recorded at
is established. The second goal was to determine the effect of the addition of a PGS electrode in different electrolyte, v= 25 PGS electrode in 0.1 mol dm* KNO, with
different type of “green” biowaste on plant growth, VitC content, and antioxidant mv sl addition of VitC; v = 25 mv s,
activity in arugula (Eruca sativa L) by using carbon microelectrode. The obtained
results were compared with the standardized methods. After three weeks of
cultivation, small differences in growth and large differences in certain nutritional
characteristics were observed. The addition of peanut shell contributes to soil
aeration and the fastest development of healthy and green Eruca sativa has been
observed. The addition of black coffee makes the soil slightly alkaline and results in
a significant increase in the VitC content and antioxidant activity.
Keywords: carbon microelectrodes, “green” biowaste, vitamin C, antioxidant
activity
INSTRUMENTATION:
v Potentiostat (Autolab PGSTAT 302N), connected to PC and driven by GPES 4.9
Software (Eco Chemie).
v Cary 5000 UV-Vis-NIR spectrophotometer by Agilent Technologies
v Electrode: pyrolytic graphite sheet (PGS - EYGS121803) electrode; Electrode
surface A=7.5x10 cm?;
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Pt Figure 3. Structures for VitC - ascorbic acid and Figure 4. SWCSVs recorded at PGS electrode in 0.1 mol dm® KNO;; with sequential
for the reduced form (dihydroascorbic acid) addition of VitC . (€,..=-0.300 V; t,.,=120 s)

Table 1. Content of VitC, total phenols and antioxidant ac| of arugula - after three weeks period of outdoor cultivation. (A volume of 1 L corresponds to 100 g of raw material).

Antioxidant activity after 10 minute
FRAP method

Soil with addition of mg/L sample mg/L sample Mean value mg GAE/L Mean value HM TE Mean value HM TE Mean value
peanut shells 128 111 115 120 115.3 222 216 216 218 211 305 318 278 555 601 617 591
paper 155 150 147 150 149.0 216 232 232 227 248 198 222 223 595 606 604 602
peel of banana and kiwi 421 301 300 300 300.3 199 186 186 190 165 205 207 192 486 504 399 463
coffee ground 504 360 415 424 399.7 333 302 311 315 318 345 366 343 604 615 614 611
eggshells 136 120 130 130 126.7 160 166 142 156 166 186 205 186 389 401 402 397
WITHOUT ADDITIVES 399 280 270 280 276.7 222 232 199 218 224 226 242 231 588 601 599 596

Sample - arugula SWcsv Vitamin C determination by Total phenolic compounds Antioxidant activity after 4 minute

substrate results lodine Titration Folin-Ciocalteu reagents FRAP method

- B — [ ——— ittty A
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CONCLUSION

» As an electron donor, ascorbic acid serves as one of most important small-molecular-weight antioxidants which contributes to the total antioxidant capacity. PGS electrode serves as a
good material for electrachemical application. In this work the preliminary study on the relevance of PGS electrode for the determination of VitC are presented.

A square wave stripping voltammetry (SWCSV) was optimized and analytical determination was performed in quiescent solutions from -0.30 towards 0.80 V, with potential scan
frequency (f) of the 8 Hz, pulse height (AE;) of the 200 mV, and potential increment (AE,) of the 5 mV. The results for the obtained samples of arugula planted in different substrates are
in good agreement with the classical methods of determination in the case of lower concentrations of VitC in the sample. At higher concentrations of VitC, the results are slightly higher,
suggesting a possible reduction of some phenolic compounds, which also have antioxidant activity and results are in line with the trend of increasing total antioxidant activity for these
samples. So, change in the oxidation mechanism is observed for higher concentration of VitC, with respect to the higher antioxidative activity.

Also, the addition of black coffee grounds makes the soil slightly alkaline, which results in a significant increase in the content of VitC, total phenols and antioxidant activity, and has a
beneficial effect on arugula growth. The addition of egg shell to the substrate did not show a positive effect, neither on growth nor on the content of VitC, total phenols and antioxidant
activity after period of three weeks.
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