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1.UVOD 

 

p-hidroksibenzojeva kiselina koristi još nekoliko naziva, poput 4-hidroksibenzojeva 

kiselina, para-hidroksibenzojeva kiselina, 4-hidroksibenzoat te se koristi skraćenicom PHBA. 

Kiselina se nalazi u obliku bijele kristalne krutine. Može ju se sintetizirati na dva načina. 

Prirodno se nalazi u vinu, grožđu, rogaču te vaniliji. p-hidroksibenzojeva kiselina se često koristi 

kao konzervans u hrani, piću, lijekovima te kozmetici. Ova kiselina uz antimutageno i estrogeno 

djelovanje ima i antibakterijsko djelovanje protiv Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija, 

poput ostalih polifenola. 

Cilj rada bio je odrediti elektrokemijska svojstva p-hidroksibenzojeve kiseline te odrediti 

najbolju elektrodu (GC, platina, zlato) za praćenje p-hidroksibenzojeve kiseline. Ispitan je 

utjecaj brzine polarizacije p-hidroksibenzojeve kiseline te radi li se o difuzijski kontroliranom 

procesu. Određivala se moguća adsorpcija p-hidroksibenzojeve kiseline i utjecaj vremena 

stajanja na stabilnost otopine ispitivanog antioksidansa. Cilj ovog rada bio je odrediti ujecaj 

koncentracije i promjene pH vrijednosti na oksidacijski strujni vrh p-hidroksibenzojeve kiseline, 

odrediti optimalan pH za njenu oksidaciju te detektirati p-hidroksibenzojevu kiselinu u realnim 

uzorcima. 

Prilikom izvedbe korištene su dvije voltametrijske metode, ciklička voltametrija i 

diferencijalna pulsna voltametrija. Eksperimentalni dio rada proveden je u troelektrodnoj 

voltametrijskoj ćeliji gdje su varirane radne elektrode (zlatna, platinska i elektroda od staklastog 

ugljika). Elektroda od staklastog ugljika se pokazala kao najbolji senzor za određivanje 

elektrokemijskih svojstava p-hidroksibenzojeve kiseline te su pomoću nje određene 

koncentracije p-hidroksibenzojeve kiseline u realnim uzorcima. 
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2. LITERATURNI PREGLED 

2.1. POLIFENOLI 

 

Biljke služe kao izvor polifenolnih spojeva te na taj način putem hrane polifenolni 

spojevi dospijevaju u ljudski i životinjski organizam. Postoji veliki broj polifenolnih derivata 

poput derivata fenola, fenilpropanoida, derivata benzojeve kiseline, flavonoida, stilbena, tanina, 

lignana i ostalih. Svi navedeni derivati pomažu biljkama pri njihovom rastu i razvoju tako što 

djeluju antipatogeno. Sam cilj polifenola je povećati stabilnost kod biljaka te ih zaštititi od UV 

zračenja. Slika 1 prikazuje osnovnu podjelu polifenola [1].  

 

 

Slika 1. Osnovna podjela polifenola [1]. 
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Glavna karakteristika svih polifenola je da sadrže jednu ili više hidroksilnih skupina 

vezanih za benzenski prsten. Strukturno se mogu podijeliti u dvije glavne skupine, fenolne 

kiseline (hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina) i flavonoidi. Na slici 2 prikazane su 

strukture različitih polifenola. Galna kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina te 3,4-

dihidroksibenzojeva kiselina pripadaju derivatima prve skupine. Zajedničke karakteristike 

navedenim kiselinama i ostalim polifenolima su njihovo antibakterijsko, antimutageno i 

estrogeno djelovanje. Velika skupina polifenola su flavonoidi koji se dijele na šest podskupina: 

flavanoli, flavoni, flavanoni, izoflavoni, flavonoli i antocijani [1,2]. 

 

 

 

Slika 2. Strukture polifenonih spojeva [2]. 
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2.2. p-HIDROKSIBENZOJEVA KISELINA 

 

p-hidroksibenzojeva kiselina (skraćeno PHBA) je fenolni derivat benzojeve kiseline. 

Ostali nazivi navedene kiseline su 4-hidrosksibenzojeva kiselina, para-hidroksibenzojeva 

kiselina, 4-hidroksibenzoat. Molekulska formula p-hidroksibenzojeve kiseline je C7H6O3. To je 

bijela krutina, slabo topljiva u vodi, a dobro se otapa u organskim polarnim otapalima poput 

alkohola i acetona. Slika 3. prikazuje strukturnu formulu p-hidroksibenzojeve kiseline. Iz slike 

se vidi da kiselina na benzenskom prstenu posjeduje karboksilnu skupinu na prvom mjestu te 

jednu hidroksilnu skupinu na četvrtom mjestu [1].  

 

Slika 3. Strukturna fomula p-hidroksibenzojeve kiseline [1]. 

p-hidroksibenzojeva kiseline prirodno se nalazi u biljkama poput grožđa, kokosa, 

vanilije, rogača te se nalazi u vinu, produktu grožđa. p-hidroksibenzojeva kiselina može se 

industrijski dobiti na dva načina: 1) sintezom kalijeva fenoksida i ugljikova dioksida ili 2) 

reakcijom kalijeva salicilata i kalijeva karbonata uz prisutnost topline (Slika 4) [1]. 
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Slika 4. Postupak dobivanja p-hidroksibenzojeve kiseline [1]. 

 

Kisela hrana pogoduje p-hidroksibenzojevoj kiselini, pH 2 – 4. U neutralnom i lužnatom 

pH području p-hidroksibenzojeva kiselina ima slabije djelovanje protiv bakterija. Kod kisele 

hrane kojoj su plijesan i kvasci glavni uzročnici kvarenja, p-hidroksibenzojeva kiselina djeluje 

kao prirodni konzervans. OARS eng. Organic Acid Redistribution System je 2016. godine 

objavio podatak kako je p-hidroksibenzojeva kiselina rasprostranjena u pesticidima, lijekovima 

i kozmetici. Istraživanja su pokazala kako prevelika izloženost navedenoj kiselini može 

uzrokovati bolesti respiratornog sustrava te izazvati nadraživanje kože, uključujući dermatitis. 

Esteri p-hidroksibenzojeve kiseline nazivaju se parabeni. Parabeni se primjenjuju kao 

konzervansi u lijekovima i u kozmetičkoj industriji. Osim u losionima za tijelo, šamponima i 

kremama za sunčanje mogu se pronaći i u hrani. Konzervirana riba, deserti, marmalade te 

bezalkoholna pića sadrže parabene. Najčešće korišteni parabeni u kozmetici su metilparaben, 

propilparaben, butilparaben i etilparaben. Male količine parabena nalaze se u bobičastom voću 

te je njihova proizvodnja uglavnom industrijska [1,3].  
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p-hidroksibenzojeva kiselina ima djelovanje protiv Gram pozitivnih i Gram negativnih 

bakterija te antimutageno i estrogeno dijelovanje. p-hidroksibenzojeva kiselina počela se 

koristiti kao metabolit u biosintezi kemijskog fenola. Biofenoli imaju utjecaj na smanjenje CO2. 

Ne postoje još dokazi o štetnom utjecaju parabena na ljudsko zdravlje, no o tome se još uvijek 

diskutira. Petty i Scully istaknuli su da polifenoli imaju važan utjecaj pri spriječavanju nastanka 

karijesa i paradontnih bolesti. Važni su kao antioksidansi te sudjeluju u borbi organizma protiv 

slobodnih radikala [4-6]. 

 

2.3. ANTIOKSIDANSI 

 

Slobodni radikali su čestice koje u vanjskoj ljusci imaju jedan ili nekoliko nesparenih 

elektrona. Čestice slobodnih radikala su reaktivne i brzo stupaju u reakcije s organskim 

molekulama. Ukoliko je njihov nastanak velik dovode do oštećenja stanica. To pak dovodi do 

oštećenja tkiva te može doći do bolesti. Puljak i suradnici su proveli istraživanje u kojem su 

iznijeli teoriju da ukoliko metabolizam proizvodi više slobodnih radikala posljedica je brže 

starenje [7,8].  

Antioksidansi sprečavaju negativan utjecaj slobodnih radikala te čiste metabolizam od 

istih. Antioksidanski inhibiraju druge molekule i smanjuju reakciju slobodnih radikala s drugim 

molekulama. Imaju ulogu elektron donora te u svakom trenu mogu reagirati sa slobodnim 

radikalima, smanjujući tako njihov štetan učinak na organizam (Slika 5) [9].  
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Slika 5. Prikaz djelovanja antioksidansa na slobodni radikal [9].  

Ljudski organizam posjeduje antioksidativni obrambeni sustav. Sustav se dijeli na 

antioksidativne enzime i neenzimske antioksidanse. Antioksidativne enzime tvore 

superoksiddismutaza (SOD), katalaza, glutation-peroksidaza (GPRx), askorbat-oksidaza 

(AOx), glutation-S-transferaza (GSTs) i glutation-reduktaza (GR). Neenzimski antioksidansi su 

flavonoidi, karotenoidi, glutation, vitamin C, vitamin E i koenzim Q10 [9]. 

Antioksidansi se konstantno obnavljaju u ljudskom tijelu kako bi se uspostavila 

ravnoteža između njih i slobodnih radikala. Antioksidansi se dijele u tri grupe: 1) prva ili 

primarna grupa sprječava stvaranje slobodnih radikala, 2) sekundarni antioksidansi uništavanju 

nastale slobodne radikale dok 3) tercijarni antioksidansi obnavljaju oštećenja nastala u 

organizmu. Antioksidansi nastaju u organizmu, no važan je njihov unos kroz prehranu u obliku 

vitamina i minerala. Pozitivni učinci antioksidansa na organizam prikazani su na slici 6 [10,11]. 
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Slika 6. Utjecaj antioksidansa na ljudski organizam [11]. 

 

2.4. METODE ODREĐIVANJA p-HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE 

 

Kvalitativno i kvantitativno određivanje polifenola u različitim uzorcima je od velike 

važnosti. Prilikom odabira brze i osjetljive metode važno je razlikovati p-hidroksibenzojevu 

kiselinu i njezine estere (parabene). Postoji niz metoda za određivanje p-hidroksibenzojeve 

kiseline i estera p-hidroksibenzojeve kiseline. Prvo su se koristile nespecifične analitičke 

metode koje su davale ograničene rezultate. Koristila se tankoslojna kromatografija (eng. Thin 

Layer Chromatography, TLC) i UV spektroskopija. Kasnije su se počele koristiti novije metode 

poput tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) plinske kromatografije (eng. Gass Chromatography, GC) 

fluorometrije, kapilarne elektroforeze (eng. Electroforesis Capilar, CE) tekućinska 

kromatografija ultra visoke djelotvornosti (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography, 

UPLC) tandemske masene spektrometrije (eng. Tandem Mass Spectrometry, MS-MS). Prednost 

korištenja UPLC u odnosu na HPLC je pojačavanje odziva šum-signal, kraće vrijeme analize te 

bolja rezolucija pika. Iako plinska kromatografija daje pouzdane rezultate, potrebna je devijacija 

koraka te se zbog toga češće koriste metode tekućinske kromatografije. Sve ove tehnike imaju 

izuzetno visoke cijene, koriste skupu instrumentaciju te su dugotrajne. Kao alternativna i bolja 
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opcija pokazale su se elektrokemijske tehnike koje su pokazale jednostavnost, osjetljivost i bržu 

detekciju [12,13]. 

2.4.1. KROMATOGRAFSKE METODE 

 

Najčešće korištene kromatografske metode su plinska kromatografija i tekućinska 

kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Kod plinske kromatografije tijekom isparavanja 

dolazi do razdvajanja i analize spojeva, no spojevi se ne raspadaju. U plinskoj kromatografiji 

mobilnu fazu čini inertni plin, najčešće helij. Stacionarnu fazu čini tekućina na krutom inertnom 

nosaču. Kada se analiziraju antioksidansi koristi se plameni-ionizacijski detektor i detektor 

toplinske vodljivosti [14]. 

HPLC je građen od pumpe koja pokreće mobilnu fazu i stacionarne faze, odnosno 

kolone. Kolona je smještena u pećnicu. Posjeduje detektor koji mjeri vrijeme zadržavanja 

pojedine komponente u koloni. Kolona (stupac) je zbijena sitnim česticama stacionarne faze 

[12,15].  

 

2.4.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE 

 

Osnova spektrofotometrijskih metoda kod praćenja antioksidativne aktivnosti je reakcija 

radikala, radikalnog kationa ili kompleksa s antioksidansom koji donira atom vodika. DPPH 

(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je metoda u kojoj se mjeri aporbancija otopine spoja određene 

antioksidativne aktivnosti nakon reakcije s DPPH radikalom. U prvom koraku antioksidans 

donira jedan vodikov atom dušiku koji posjeduje jedan nespareni elektron odgovarajućeg 

hidrazna. DPPH radikal je stabilan zbog svoje delokalizacije elektrona preko cijele molekule. 

Dimerizira se kao ostali slobodni radikali. Zbog delokalizacije nastaje ljubičasta otopina s 

apsorpcijskim maksimumom na 520 nm u etanolu (Slika 7) [16]. 
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Slika 7. Redukcija DPPH radikala u reakciji s antioksidansom [17]. 

 

Za određivanje antioksidativne aktivnosti koristi se i ABTS metoda (2,2'-azino-bis-3-

etilbenztiazolin-6-sumporna kiselina). Kod navedene metode slobodni radikal se uklanja 

pomoću flavonoida i fenola. Kao radikal se koristi plavo-zeleno obojeni radikal-kation 2,2'- 

azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske) kiseline odnosno ABTS radikal. Metoda se zasniva 

na reakciji kationskog radikala i antioksidansa. Za razliku od DPPH metode koja se koristi pri 

niskim pH vrijednostima, ABTS je osjetljivija metoda i može se primjenjivati pri različitim pH 

vrijednostima otopina [16]. 
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2.5. ELEKTROKEMIJSKE METODE 

 

Elektrokemijske metode dijele se na potenciometriju, voltametriju, kulometriju i 

konduktometriju, kronoamperometriju, elektrogravimetriju te kronopotenciometriju. Kod 

elektrokemijskih metoda odvija se pretvorba kemijskog signala (koncentracije, količine analita) 

u fizikalni signal (napon, struja) koji se potom pretvara u odgovarajući električni signal. Signal 

se zatim obrađuje pomoću računala. Metode su jednostavne jer je elektroda glavni detektor te 

nije potreban drugi detektor. Koriste se za detekciju tvari nakon odvajanja kromatografijom, 

kapilarnom elektroforezom i protočnom injekcijskom analizom. Prednost elektrokemijskih 

metoda je da zahtijevaju malu količinu uzorka. Elektrokemijske tehnike se odlikuju dobrom 

detekcijom, jednostavnošću i niskom cijenom [18].  

Arts i Bergs određivali su elektrokemijsku oksidaciju benzojeve kiselinu i njezinih 

aromatskih međuprodukata pomoću dijamantne elektrode. Korištene su puferske otopine, 0,4 M 

natrijevog sulfata i 0,1 M natrijevog fosfata. Dodan je natrijev hidroksid da se dobije konačni 

pH = 6. Početna koncentracija organskih tvari u otopini bila je 10 mM. Određeno je da je 

aromatski međuprodukt s najvećim prinosom p-hidroksibenzojeva kiselina, za koju se vjeruje 

da je prvi međuprodukt koji nastaje oksidacijom benzojeve kiseline [19]. 

Ojani, Khanmohammadi i Raoof određivali su fotoelektrokatalitičku razgradnju p-

hidroksibenzojeve kiseline na površini niza nanocijevi titan/titan dioksid elektrode pomoću 

elektrokemijskog praćenja. Elektroda s nizom nanocijevi od titana/titanovog dioksida (Ti/TiO2) 

pripremljena je anodnom oksidacijom elektrode od Ti folije. Unutarnji promjer nanocijevi bio 

je 100 nm. Ti/TiO2 elektroda proučavana je cikličkom voltametrijom. Fotoelektrokemijsko 

ponašanje p-hidroksibenzojeve kiseline na Ti/TiO2 elektrodi određeno je pomoću 

hidrodinamičke fotoamperometrije. Zatim je došlo do fotoelektrokatalitičke (PEC) razgradnje 

p-hidroksibenzojeve kiseline.  Praćenje koncentracije p-hidroksibenzojeve kiseline određeno je 

diferencijalnom pulsnom voltametrijom. Određen je utjecaj pH otopine te primijenjenog 

potencijala i proučavana je koncentracija p-hidroksibenzojeve kiseline na učinkovitost 

razgradnje te su rezultati pokazali da je optimalni pH za fotoelektrokatalitičku razgradnju pH = 

7,00 [20]. 
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2.6. VOLTAMETRIJA 

 

Preteča današnjoj voltametriji bio je razvoj polarizacije koju je 1922. godine otkrio češki 

kemičar Jaroslav Heyrovski. Jaroslav Heyrovsi dobio je 1959. Nobelovu nagradu iz područja 

kemije. Voltametrija pripada elektroanalitičkim tehnikama u kojoj se podaci o analitu dobiju iz 

mjerenja jakosti struje tj. signala odziva koji je funkcija potencijala, odnosno signala pobude 

narinutog na elektrodu. Uvijet je izazivanje polarizacije elektrode. To jest, primijenjeni 

potencijal E (V) i vrijeme (t) su nezavisne varijable, a struja I (A) je zavisna varijabla. 

Voltametrija se smatra aktivnom tehnikom, za razliku od potenciometrije koja pripada pasivnim 

tehnikama, jer primijenjeni potencijal potiče reakciju tvari na površini elektrode i uzrokuje 

promjenu njene koncentracije oksidirajući ili reducirajući uzorak koji se ispituje. Prikaz 

ovisnosti struje o potencijalu naziva se voltamogram. U početku su postojali analitički nedostaci 

ove metode koji su potom riješeni uporabom i dizajnom drugih mikroelektroda. One se razlikuju 

u materijalu, dizajnu i načinu na koji su u interakciji s otapalom; stacionarni ili rotacijski. Sve 

ove pojedinosti su namijenjene da pospješuju polarizaciju elektrode [21,22]. 

Voltametrijska ćelija sastoji se od tri elektrode (Slika 8). Elektrode su uronjene u otopinu 

analita uz dodatak elektrolita. Troelektrodnu voltametrijsku ćeliju čine radna elektroda, 

referentna elektroda i protuelektroda [1,23].  

• Radna elektroda, elektroda na kojoj se odvija elektrokemijska reakcija. 

Potencijal joj se mijenja u odnosu na vrijeme. Radne elektrode mogu biti zlatna 

(Au), platinska (Pt), elektroda od staklastog ugljika (GC) i sl. 

• Referentna elektroda ima stalan nepromjenjivi potencijal. Kao referentne 

elektrode uglavnom se koriste kalomelova elektroda ili Ag/AgCl elektroda. 

• Pomoćna elektroda naziva se još i protuelektroda. Omogućava prolazak struje 

kroz otopinu, odnosno vodi elektrone od izvora signala do radne elektrode. Kao 

protuelektroda najjčešće se koristi Pt žica. 

. 
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Slika 8. Troelektrodni voltametrijski sustav [24]. 

 

2.6.1. CIKLIČKA VOLTAMETRIJA 

 

Ciklička voltametrija (CV) je elektroanalitička tehnika koja ima široku primjenu. Jedna 

je od kompleksnijih elektrokemijskih tehnika koja daje puno eksperimentalnih podataka te 

omogućava uvid u kinetiku kemijskog sustava. Potencijal radne elektrode pokazuje linearnost 

od početne do konačne vrijednosti te se zapisuje trenutni intenzitet struje. Signal pobude kod 

cikličke voltametrije je promjenjiv. Najprije linearno raste od početne do konačne vrijednosti 

kroz određeno vrijeme gdje se odvija oksidacija. Zatim pada od konačne do početne vrijednosti. 

To je područje na kojem se odvija redukcija (Slika 9.a). Signal odziva kod cikličke voltametrije 

prikazuje specifični anodni i katodni strujni vrh (Slika 9.b). Signal odziva ovisi o potencijalu pri 

kojem se odvija promjena smjera. Kod cikličke voltametrije potencijal se odvija nameće između 

radne i referentne elektrode, dok se mjeri struja koja teče između radne elektrode i 

protuelektrode [23,25,26]. 



14 

 

 

Slika 9.a) signal pobude, 9.b) signal odziva [25]. 

 

 Visina anodnog i katodnog strujnog vrha ovisi o površini radne elektrode (A), broju 

elektrona koji će se izmjeniti (n), koncentracijama oksidiranog i reduciranog oblika u otopini i 

o koncentracijskom gradijentu uz površinu elektrode. Brzina promjene potencijala može biti 

brža i sporija. Zbog promjenjive brzine mogu se ispitivati elektrodne reakcije širokog podučja 

[27]. 

 

2.6.2. DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA 

 

Diferencijalna pulsna voltametrija (DPV) je voltametrijska metoda u kojoj se mali 

pravokutni naponski impuls koji ima amplitude od 10 - 100 mV dodaje rastućem naponu 

pobude. DPV se ubraja u pulsne tehnike u kojima se određuju niske koncentracije 

elektroaktivnih tvari u uzorcima. Struja se mjeri i uzrokuje prije svakog naponskog impulsa i na 

kraju svakog naponskog impulsa. Takva struja registrira se kao konstantna vrijednost do 

sljedećeg naponskog impulsa. Ima oblik stepenica što se vidi na slici 10. Signal odziva kod 

diferencijalne pulsne voltametrije je promjena struje prije i po završetku naponskog impulsa 

koji ovisi o potencijalu elektrode (I = I2 - I1). Ima oblik pika (Slika 11). Naponskim impulsom 
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izaziva se elektrodna reakcija oksidacije odnosno redukcije. Signal odziva predstavlja razliku u 

jakosti struje, dok signal odziva prikazuje niz kratkih pulseva [23,28,29].  

 

 

Slika 10. Signal pobude kod diferencijalne pulsne voltametrije [28]. 

 

Slika 11. Signal odziva kod diferencijalne pulsne voltametrije [28]. 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

 

3.1. KEMIKALIJE I PRIPRAVA OTOPINA 

 

Prilikom izrade ovog rada korištene su sljedeće kemikalije: 

▪ p-hidroksibenzojeva kiselina, C7H6O3 

▪ 0,1 M HCl 

▪ 0,1 M NaOH 

▪ Natrijev dihidrogen fosfat, NaH2PO4 

▪ Etanol, C₂H₆O 

▪ Metanol, CH₃OH 

▪ DMF, (CH3)2NC(O)H 

▪ DMSO, (CH3)2SO 

▪ Octena kiselina, CH₃COOH 

▪ Realni uzorci: grožđe, bijelo vino, kokosovo mlijeko, suhi kokos 

▪ Destilirana i ultračista voda 

 

Prema literaturnim podacima (Handbook of chemistry and physics, Lide D.R.) 

pripremljene su otopine pufera u rasponu pH = 3,0-9,5. pH priređenih otopina pufera određen 

je pomoću pH-metra. Standardna otopina p-hidroksibenzojeve kiseline (c = 1∙10-2 mol dm-3) 

pripremljena je otapanjem 0,034529 g p-hidroksibenzojeve kiseline u 25 mL vode iz MiliQ 

Millipore sustava (κ ≤ 0,055 μS/cm). Ostale otopine različitih koncentracija  

p-hidroksibenzojeve kiseline pripremljene su razrijeđivanjem standardne otopine do željene 

koncentracije. Koncentracija p-hidroksibenzojeve kiseline određena je u četiri realna uzorka: 

grožđu, bijelom vinu, suhom kokosu i kokosovom mlijeku (Slika 12). Od realnih uzoraka 

kokosovo mlijeko i bijelo vino analizirani su u obliku u kojem su nabavljeni. Suhi kokos i grožđe 

su razrijeđeni u destiliranoj vodi, otopina je stavljena u ultrazvučnu kupelj na 10 minuta i 

profiltrirana prije analize.  
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Slika 12. Realni uzorci analizirani u ovom radu: A) grožđe, B) bijelo vino, C) kokosovo 

mlijeko, D) suhi kokos. 

 

 

 

3.2. METODE 

 

3.2.1. CIKLIČKA I DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA 

 

Prilikom izvođenja rada koristile su se dvije voltametrijske metode. Ciklička i 

diferencijalna pulsna voltametrija odrađene su pomoću PalmSens potenciostata/galvanostata 

koji je direktno spojen na računalo (Slika 13). Eksperimenti su izvedeni u troelektrodnoj 

voltametrijskoj ćeliji (Slika 14 i Slika 15). Cikličkom voltametrijom određena su 

elektrokemijska svojstva  p-hidroksibenzojeve kiseline, brzina polarizacije elektrode koja je bila 

u granicama od 25 mV/s do 300 mV/s te se proučavao mehanizam oksidacije  
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p--hidroksibenzojeve kiseline. Pomoću diferencijalne pulsne voltametrije praćeni su oksidacija 

i adsorpcija p-hidroksibenzojeve kiseline te utjecaj pH na visinu oksidacijskog strujnog vrha u 

rasponu od pH = 3,0 do 9,5. Također je određena p-hidroksibenzojeva kiselina u realnim 

uzorcima (grožđu, bijelom vinu, kokosovom mlijeku i suhom kokosu). Diferencijalni pulsni 

voltamogrami snimljeni su u otopinama p-hidroksibenzojeve kiseline u granicama potencijala 

od – 0,4 V do 1,2 V, brzina polarizacije elektrode je iznosila 5 mVs-1, visina pulsa 25 mV, širina 

pulsa 70 ms i „scan increment“ 5mV. Ukupan volumen otopine u voltametrijskoj ćeliji iznosio 

je 15 mL. Standardne otopine p-hidroksibenzojeve kiseline (c = 1∙10-2 mol dm-3) priređivana je 

svaki dan. Otopine ostalih koncentracija priređene su razrijeđivanjem standardne otopine. Prije 

svakog mjerenja sustav je propuhan argonom visoke čistoće Ar 5 (ΦAr = 99,999 %) kako bi se 

uklonio kisik i ostali plinovi. Za mjerenja su korištene tri elektrode. Kao radna elektroda 

korištena je elektroda od staklastog ugljika ili eng. “glassy carbon elektroda” (GC). Ag/AgCl 

elektroda korištena je kao referentna elektroda i platinska žica kao protuelektroda. Za poliranje 

površine radne elektrode korišten je α-Al2O3. 

 

 

 

Slika 13. PalmSens potenciostat/galvanostat. 
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Slika 14. Voltametrijska ćelija. 

 

 

3.2.2. ELEKTROKEMIJSKA ĆELIJA 

 

• Radna elektroda je elektroda na kojoj se odvija redoks reakcija. Kao radna elektroda 

korištena je elektroda od staklastog ugljika (GC). 

• Referentna elektroda je elektroda pomoću koje se određuje pobudni ili odzivni signal. 

Kao referentna elektroda korištena je Ag/AgCl elektroda.  

• Protuelektroda je inertna elektroda, velike površine. Koristi se za prolaz električne 

struje ćelijom i zatvara strujni krug sa radnom elektrodom. Kao protuelektroda korištena 

je platinska žica.  
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Slika 15. Prikaz elektroda u troelektrodnoj voltametrijskoj ćeliji. Radna elektroda – 

GC elektroda, referentna elektroda – Ag/AgCl, protuelektroda – platinska žica. 

 

 

3.2.3. ISPITIVANJE TOPLJIVOSTI  

 

Topljivost p-hidroksibenzojeve kiseline ispitana je u sljedećim otapalima:voda, etanol, 

metanol, octena kiselina, dimetilformamid (DMF) i dimetilsulfoksid (DMSO). Ispitivana 

kiselina se otopila u svim otapalima (Slika 16).  
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Slika 16. Ispitivanje topljivosti p-hidroksibenzojeve kiseline u vodi, metanolu, etanolu, 

octenoj kiselini, dimetilformamidu (DMF) i dimetilsulfoksidu (DMSO).  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 

4.1. CIKLIČKA VOLTAMETRIJA 

 

Utjecaj brzine promjene potencijala GC elektrode 

Elektrokemijska svojstva p-hidroksibenzojeve kiseline ispitivana su cikličkom 

voltametrijom u granicama potencijala od -0,4 V do 1,2 V. Na slici 17. prikazani su ciklički 

voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6,0) i otopine p-hidroksibenzojeve kiseline (c = 1∙10-3 

mol/dm3) snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika pri brzini polarizacije elektrode, v = 50 

mV/s. U cikličkom voltamogramu vidljiv je jedan oksidacijski strujni vrh pri potencijalu, EPa = 

0,195 V koji odgovara oksidaciji hidroksilne skupine p-hidroksibenzojeve kiseline i jedan 

redukcijski strujni vrh pri potencijalu, EPk = 0,440 V koji odgovara redukciji oksidacijskog 

produkta.  

 

 

Slika 17. Ciklički voltamogrami blank otopine (pufer pH=6) (▬) i otopine  

p-hidroksibenzojeve kiseline (▬) (c = 1⸱10-3 mol/dm3), v = 50 mV/s. 
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Ciklički voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) i otopine p-hidroksibenzojeve kiseline (c = 

1∙10-3 mol/dm3) snimljeni pri različitim brzinama polarizacije elektrode (v = 50, 100, 150, 200, 

250 i 300 mV/s) prikazani su na slici 18. Utvrđeno je da struja oksidacijskog i redukcijskog 

strujnog vrha raste s povećanjem brzine polarizacije GC elektrode.  

 

 

Slika 18. Ciklički voltamogram blank otopine (pufer pH=6) (▬) i otopine p-

hidroksibenzojeve kiseline (c = 1∙10-3 mol/dm3) pri različitim brzinama polarizacije elektrode 

(v = 50 mV/s (▬), 100 mV/s (▬), 150 mV/s (▬), 200 mV/s (▬), 250 mV/s (▬), 300 mV/s 

(▬) i 350 mV/s(▬). 

 

U tablici 1 prikazani su struja (Ip,a) i potencijal (Ep,a) oksidacijskog strujnog vrha p-

hidroksibenzojeve kiseline kao funkcije brzine polarizacije GC elektrode. Iz tablice je vidljivo 

da s porastom brzine polarizacije rastu i struja i potencijal oksidacijskog strujnog vrha ispitivane 

kiseline. 
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Tablica 1. Prikaz ovisnosti struje (Ip,a) i potencijala (Ep,a) oksidacijskog strujnog vrha kao 

funkcije brzine polarizacije elektrode. 

v / mV/s Ep,a / V Ip,a / A 

50 0,905 3,08 

100 0,935 4,01 

150 0,915 4,55 

200 0,955 5,03 

250 0,935 5,71 

300 0,960 6,06 

350 0,970 6,12 

 

Ovisnost struje oksidacijskog strujnog vrha o drugom korjenu brzine polarizacije 

elektrode je linearna (Slika 19) što ukazuje na difuzijski kontroliran proces. Grafički prikaz log 

Ip,a u ovisnosti o log v (Slika 20) daje pravac, log Ip,a / A = 0,3654 log v / mV s-1 + 0,9645, R2 

= 0,9936. Nagib dobivenog pravca iznosi 0,37; što potvrđuje da je oksidacija p-

hidroksibenzojeve kiseline difuzijski kontroliran proces. 
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Slika 19. Prikaz ovisnosti struje oksidacijskog strujnog vrha (Ip,a) o drugom korjenu 

polarizacije elektrode (v1/2). 

Slika 20. Grafički prikaz log Ip,a u ovisnosti o log v za difuzijski kontroliran proces. 
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Oksidacijski mehanizam p-hidroksibenzojeve kiseline 

Na slici 21. je prikazan oksidacijski mehanizam p-hidroksibenzojeve kiseline koji se 

odvija u dva koraka. U prvom koraku nastaje fenoksi radikal, a nastaje prijelazom jednog 

elektrona i jednog protona s neutralne molekule. U drugom koraku dolazi do odlaska još jednog 

protona i elektrona te nastaje fenoksonijev ion.  

 

 

Slika 21. Oksidacijski mehanizam p-hidroksibenzojeve kiseline 2. 
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4.2. DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA 

 

Adsorpcija p-hidroksibenzojeve kiseline na GC elektrodu 

Diferencijalnom pulsnom voltametrijom praćena je moguća adsorpcija p-

hidroksibenzojeve kiseline na elektrodu od staklastog ugljika (GC). Utvrđeno je da uzastopnim 

snimanjem opada visina anodnog strujnog vrha te se može zaključiti da se produkt oksidacije p-

hidroksibenzojeve kiseline adsorbira na površinu GC elektrode (Slika 22). 

 

Slika 22. Diferencijalni pulsni voltagrami blank otopine (pufer pH = 6) (▬) i uzastopno 

snimljene otopine p-hidroksibenzojeve kiseline (1. scan (▬), 2. scan (▬), 3. scan (▬)) na GC 

elektrodi u puferu pH = 6. 

 

Utjecaj vremena stajanja na stabilnost otopine 

Dužim stajanjem otopine p-hidroksibenzojeve kiseline povećava se struja oksidacijskog 

strujnog vrha. Povećanje struje oksidacijskog strujnog vrha ukazuje na povećanje udjela 

disociranog oblika p-hidroksibenzojeve kiseline (Slika 23). Otopine stajanjem nisu promijenile 

boju što je vidljivo na slici 24. 
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Slika 23. Diferencijalni pulsni voltamogram utjecaja vremena p-hidroksibenzojeve kiseline na 

GC elektrodu. Blank otopine (pufer pH=6) (▬) i otopina p-hidroksibenzojeve kiseline 

različite starosti (svježa 4-H (▬), 1 dan stara 4-H (▬), 2 dana stara 4-H (▬). 

 

Slika 24. Otopine p-hidroksibenzojeve kiseline različite starosti (1 dan, 2 dana i 3 dana).  
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Utjecaj pH ispitivan na GC elektrodi 

Slika 25 prikazuje diferencijalne pulsne voltamograme p-hidroksibenzojeve kiseline (c 

= 1∙10-3 mol/dm3) snimljene na GC elektrodi kao funkcije pH u rasponu pH=3,0 - 9,5. Iz slike 

je vidljivo da se potencijali oksidacijskog strujnog vrha pomiču prema negativnijim 

vrijednostima s povećanjem pH. Struja oksidacijskog strujnog vrha p-hidroksibenzojeve 

kiseline je najviša pri pH = 6 i smanjuje se u kiselijem i lužnatijem mediju. 

 

 

Slika 25. Diferencijalni pulsni voltamogrami za blank otopinu (pufer pH = 6 (▬)) i p-

hidroksibenzojevu kiselinu (c = 1∙10-3 mol/dm3) snimljeni na GC elektrodi kao funkcije pH 

(pufer pH = 3,0) (▬), (pufer pH = 4,0)(▬), (pufer pH = 5,0)(▬), (pufer pH = 6,0)(▬), (pufer 

pH = 7,0)(▬), (pufer pH = 8,0)(▬), (pufer pH = 9,5)(▬). 
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Potencijal (Ep,a) i struja (Ip,a) oksidacijskog strujnog vrha p-hidroksibenzojeve kiseline očitani 

iz slike 25 prikazani su u tablici 2.  

 

Tablica 2. Prikaz vrijednosti potencijala (Ep,a) i struje (Ip,a) prvog oksidacijskog strujnog vrha p-

hidroksibenzojeve kiseline (c = 1·10-3 mol/dm3) kao funkcije pH otopina p-hidroksibenzojeve 

kiseline. 

pH Ep,a / V Ip,a / μA 

3,0 0,951 3,00 

4,0 0,889 2,62 

5,0 0,884 2,90 

6,0 0,798 4,44 

7,0 0,786 3,16 

8,0 0,781 2,34 

9,5 0,579 1,45 

 

 

Slika 26 prikazuje ovisnost potencijala (Ep,a) prvog oksidacijskog strujnog vrha p-

hidroksibenzojeve kiseline o pH. Vidi se da potencijal anodnog strujnog vrha linearno ovisi o 

pH u ispitivanom pH području (od pH = 3,0 do pH = 9,5). Dobiveni pravac pada (ima negativan 

koeficijent smjera), a nagib pravca iznosi 35,4 mV što je pokazuje da se u oksidacijskom 

mehanizamu izmjenjuje jednak broja protona i elektrona. 
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Slika 26. Prikaz ovisnosti oksidacijskog potencijala, Ep,a o pH vrijednosti ispitivanih otopina 

p-hidroksibenzojeve kiseline (c = 1·10-3 mol/dm3). 

 

 

Na slici 27 prikazana je ovisnosti struje anodnog strujnog vrha (Ip,a) o pH vrijednostima 

ispitivanih otopina p-hidroksibenzojeve kiseline (c = 1·10-3mol/dm3). Iz slike 27 je vidljivo da 

visina anodnog strujnog vrha raste do pH = 6,0. Daljnjim povećanjem pH vrijednosti visina 

anodnog strujnog vrha pada. To ukazuje da je proces oksidacije p-hidroksibenzojeve kiseline 

najizraženiji pri pH = 6,0. 

y = -0,0354x + 1,0429
R² = 0,9056

0.6

0.7

0.8

0.9

1

2 4 6 8

E p
,a

  /
  V

pH



32 

 

 

Slika 27. Prikaz ovisnosti struje anodnog strujnog vrha (Ip,a) o pH vrijednosti otopine p-

hidroksibenzojeve kiseline (c = 1·10-3 mol/dm3). 

 

 

 

 

Specijacija p-hidroksibenzojeve kiseline 

Na slici 28 prikazan je dijagram disocijacije p-hidroksibenzojeve kiseline. Iz dijagrama 

je vidljivo je da p-hidroksibenzojeva kiselina spontano deprotonira pri pH = 3, što dokazuje da 

u oksidaciji p-hidroksibenzojeve kiseline i u adsorpcijskim procesima do pH = 3 sudjeluje 

nedisocirani oblik HA. Pri višim pH vrijednostima, daljnjom spontanom deprotonacijom nastaje 

disocirani oblici p-hidroksibenzojeve kiseline A-. 
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Slika 28. Dijagram disocijacije p-hidroksibenzojeve kiseline. Nedisocirani oblik HA (▬), 

deprotonirani oblik A¯ (▬). 

 

Utjecaj koncentracije 

Diferencijalni pulsni voltamogrami različitih koncentracija p-hidroksibenzojeve kiseline 

snimljeni na elektrodi staklastog ugljika u puferu pH = 6 prikazani su na slici 29. Iz slike je 

vidljivo da s povećanjem koncentracije raste i struja oksidacijskog strujnog vrha. 

Eksperimentalno određena najniža koncentracija koja se može detektirati  eng. “Limit of 

Detection” (LOD) iznosi 1∙10-6 mol/dm3.  
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Slika 29. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (▬) i p-

hidroksibenzojeve kiseline različitih koncentracija (c = 1∙10-6 M (▬), 6∙10-6 M (▬), 1∙10-5 M 

(▬), 6∙10-5 M (▬), 1∙10-4 M (▬), 3∙10-4 M (▬), 1∙10-3 M (▬)) snimljeni na elektrodi od 

staklastog ugljika u puferu pH = 6. 

 

 

U tablici 3 prikazane su struje oksidacijskog strujnog vrha (Ip,a) p-hidroksibenzojeve kiseline 

kao funkcija koncentracije. 

 

 

 

 

 

 

 

0.00

2.00

4.00

6.00

0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200

I/
 µ

A

E / V



35 

 

Tablica 3. Prikaz struje oksidacijskog strujnog vrha (Ip,a) kao funkcije različitih koncentracija 

p-hidroksibenzojeve kiseline snimljene na GC elektrodi u puferu pH=6. 

 

104 c / M Ip,a / μA 

10,0 5,08 

3,0 2,19 

1,0 1,00 

0,6 0,59 

0,3 0,36 

0,1 0,13 

0,06 0,17 

0,03 0,14 

0,01 0,12 

 

 

Na slici 30 prikazana je ovisnost struje anodnog strujnog vrha (Ip,a) o koncentraciji p-

hidroksibenzojeve kiseline, određena u puferu pri pH = 6 (kalibracijski dijagram, R2 = 0,9913). 

Linearna ovisnost struje oksidacijskog strujnog vrha o koncentraciji dobivena je u 

koncentracijskom poručju o 1 M do 100 M. 
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Slika 30. Kalibracijski dijagram p-hidroksibenzojeve kiseline. 

 

Detekcija p-hidroksibenzojeve kiseline u realnim uzorcima  

Na slikama 31 - 34 se mogu vidjeti diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni u četiri 

različita realna uzorka na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 6,0. Na diferencijalnim 

pulsnim voltamogramima ispitivanih uzoraka uočen je jedan oksidacijski strujni vrh koji 

odgovara oksidaciji p-hidroksibenzojeve kiseline. Na svim voltamogramima može se vidjeti 

oksidacijski strujni vrh p-hidroksibenzojeve kiseline nakon dodatka 300 μL ispitivanog uzorka 

u puffer pH =6,0. Oksidacijski strujni vrh kod grožđa je na elektrodnom potencijalu Ep,a = 0,74 

V, kod bijelog vina na Ep,a =0,71 V. Kokos je pokazao oksidacijski strujni vrh na elektrodnom 

potencijalu Ep,a = 0,73 V, a kokosovo mlijeko na potencijalu Ep,a = 0,76 V. Dodatkom 10 L p-

hidroksibenzojeve kiseline (c = 1∙10-2 mol/dm3) u realni uzorak utvrđeno je da se navedena 

kiselina može detektirati u svim ispitivanim uzorcima. Najveća koncentracija p-

hidroksibenzojeve kiseline detektirana je u bijelom vinu (c = 7,6 μM), zatim slijede bijelo grožđe 

i suhi kokos dok je u kokosovo mlijeko tek u tragovima detektirana p-hidroksibenzojeva kiselina 

(c = 1,4 μM). 

y = 0,8874x + 0,0927
R² = 0,9913
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Slika 31. Diferencijalni pulsni voltamogrami 15mL blank otopine (pufer pH=6) (▬), 300 L 

uzorka (bijelo grožđe) (▬), otopina uzorka u puferu pH =6,0 s dodanih 10 L otopine p-

hidroksibenzojeve kiseline (1∙10-2 mol/dm3) (▬). 

 

 Slika 32. Diferencijalni pulsni voltamogrami 15mL blank otopine (pufer pH=6) (▬), 300 L 

uzorka (bijelo vino) (▬), otopina uzorka u puferu pH =6,0 s dodanih 10 L otopine p-

hidroksibenzojeve kiseline (1∙10-2 mol/dm3) (▬). 
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Slika 33. Diferencijalni pulsni voltamogrami 15mL blank otopine (pufer pH=6) (▬), 300 mL 

uzorka (suhi kokos) (▬), otopina uzorka u puferu pH =6,0 s dodanih 10 L otopine p-

hidroksibenzojeve kiseline (1∙10-2 mol/dm3) (▬). 

 

Slika 34. Diferencijalni pulsni voltamogrami 15mL blank otopine (pufer pH=6) (▬), 300 L 

uzorka (kokosovo mlijeko) (▬), otopina uzorka u puferu pH =6,0 s dodanih 10 L otopine p-

hidroksibenzojeve kiseline (1∙10-2 mol/dm3) (▬). 
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Na slici 35 prikazane su koncentracije p-hidroksibenzojeve kiseline u ispitivanim 

realnim uzorcima određene diferencijalnom pulsnom voltametrijom a dobiveni podaci prikazani 

su i u tablici 4. 

 

Slika 35. Grafički prikaz koncentracije p-hidroksibenzojeve kiseline u različitim realnim 

uzorcima. 

 

Tablica 4. Koncentracija p-hidroksibenzojeve kiseline u realnim uzorcima. 

 

Uzorak 104 c / M V (uzorka)/ μL 

grožđe 0,049 300  

bijelo vino 0,076 300  

kokosovo mlijeko 0,014 300  

suhi kokos 0,034 300  
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5. ZAKLJUČAK 

 

Tijekom ovog diplomskog rada ispitivana su elektrokemijska svojstva p-

hidroksibenzojeve kiseline u pH području od 3,0 do 9,5 na elektrodi od staklastog ugljika. 

Korištene su dvije voltametrijske metode, ciklička voltametrija i diferencijalna pulsna 

voltametrija.  

Cikličkom voltametrijom ispitivan je utjecaj brzine polarizacije na struju i potencijal 

oksidacijskog strujnog vrha. Određen je jedan oksidacijski i jedan redukcijski strujni vrh te je 

utrđeno da struja oksidacijskog i redukcijskog strujnog vrha raste s povećanjem brzine 

polarizacije elektrode. Ovisnost struje o brzini polarizacije elektrode je linearna te se radi o 

difuzijski kontroliranom procesu u kojem nagib pravca log Ip,a vs log v iznosi 0,37.  

Diferencijalnom pulsnom voltametrijom praćena je adsorpcija p-hidroksibenzojeve 

kiseline na GC elektrodi te je utvrđeno da uzastopnim snimanjem pada visina anodnog strujnog 

vrha te se produkt oksidacije p-hidroksibenzojeve kiseline adsorbira na površini GC elektrode. 

Stajanjem uzorci p-hidroksibenzojeve kiseline nisu mijenjali boju no povećavala se struja 

oksidacijskog strujnog vrha. To ukazuje na povećanje udjela disociranog oblika p-

hidroksibenzojeve kiseline u otopini. Diferencijslni pulsni voltamogrami pokazali su da je 

najizraženija oksidacija p-hidroksibenzojeve kiseline pri pH = 6, dok se pri nižim i višim pH 

vrijednostima smanjuje visina oksidacijskog strujnoog vrha. Potencijal oksidacijskog strujnog 

vrha u ovisnosti o pH je linearan što ukazuje da se u oksidacijskom mehanizmu izmjenjuje 

jednak broj protona i elektrona. Eksperimentalno određena najniža koncentracija koja se može 

detektirati (LOD) iznosi 1∙10-6 mol/dm3. Povećanjem koncentracija povećava se i struja 

oksidacijskog strujnog vrha (dobivena je linearna ovisnost u koncentracijskom poručju od 1 M 

do 100 M). Kao realni uzorci korišteni su bijelo vino koje je pokazalo najveću koncentraciju 

p-hidroksibenzojeve kiseline, a ispitivana kiselina je također detektirana u bijelom grožđu i 

suhom kokosu. Najniža koncentracija, određena je u kokosovom mlijeku. 
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