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1. UVOD

-alanitL-histidin, odnosno LNDUQR]JLQ MH GLSH#HWNaG LMEidinaQ MHQ R
PHYXVREQR SRYH]DQLK SHSWLGQRP YH]RP 1DOD]L VH X SR
PLALUX L ALYpDQRP WNLYX OMXGL 6DGUAL WW GR@LNUD
imidazolnog prstena i amino terminalnu skupinu. Zbog njegovih svojstava brojni autori bavili
VX VH LVWUDALYDQMHP XSUDYR RYRJ GLSHSWLGD .DUQR]I
puferska aktivnost, keliranje metalnih iona, sudjelovanjeXbeRWUDQVPLVLML L GU ,V
pokazala da tNDUQR]JLQ NHOLUD GYRYDOHQWQL EDNURY LRQ pl
XJURNRYDQR SRYHUDQRP NRQFHQWUDFLMRP EDNUD 2Q I
potencijalnih vezivnih mjesta, a koji kompleks n@stavisi 0 metalnom kationu, omjeru

liganda i metala te o pH otopine.

Cilj ovog radabio MH LVSLWDWL VW-¥arihB, QHtitlind RUK& kMg D
dvovalentnim bakrovim ionom u puferu pH = 10, odrediti omjer pri kojem nastaju kompleksi,
isrDALWL XWMHFDM EU]JLQH SURPMH QH-re8uRe@<RaJ kdstva MH HO
NRPSOHNVD WH LVWUDALWL PRJIJXUX DGVRUSFLMX RNVLGDFL

U radu su ispitanalektrokemijska i spektrofotometrijska svojstavekdrnozinai
aminokiselina od kojih se sastoji-karnozin te stvaranje kompleksa s bakrom iz otopine
EDNURYRJ QLWUDWD X SXIHUX S+ =D LVSLWLYDQMH HC
HOHNWURNHPLMVNH PHWRGH SRWHQFL RaPiHMeehdigInAID WL W
pulsna voltametrija, a za spektrofotometrijska mjerenja UV/VIS spektrofotometrija. U
SRWHQFLRPHWULMVNRM WLWUDFLML NRULaAWHQ MH GYRHO!
GRN MH X YROWDPHWULMVNLP H sustaygdeMe kad®ranria eligday HQ W U
VOXAaLOD RGHWMWDINROEDD/WRJ XJOMLND 3RWHQFLRPHWULMVNLE
-alanina, Lhistidina i L-karnozina)s otopinom bakrovog nitrata.

8 IDYUAQRP GLMHOX UDGD (BUARL]D ¥ MHRIDNGREp DN OQNLKMUI
mjerenja.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Aminokiseline

$PLOQRNLVHOLQH VX RVQRYQH MHGLQLFH NRMH L]JJUDYV.
YDAQRVWL XRAMWILP EURPHVLPD 1NubKCifeYstt eQzdvidka Dxaligal M H
NRRUGLQLUDQR NUHWDQMH SULMHQRV L SRKUDQD PHKDQ
SURYRYHQMH ALYpPDQLK LPSXOVD WH NRQW &eRasjeadDVWD L
VUHGLaAQMHJ DWHRIKD ima RO s Melzdh® karbsitna skupina, amino skupina, atom
YRGLND L ERpGQIkaRIUDQ®MINQE RIJUDQDN MH RQR SR pHPX VH D
2Q MH ]DVOXA&DQ ]D QDERM YHOLpPLQX L REOLN DPLQRNLYV
stvaranja vodikovih veza i samu keMMVNX UHDNWLYQRVW 3UHPD QDER
aminokiseline se dijele na neutralne (glicin, alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, fenilalanin,
triptofan, metionin), polarne (glicin, serin, treonin, cistin, tirozin, asparagin, glutamin) i kisele
libD]LPQH DVSDUDJLQVND NLVHOLQD JOXWDPLQWSWD NLVHO
SURWHLQL L]JUDYHQL VX RG DPLQRNLVHOLQD pLMLP PRC
DPLQRNLVHOLQH NRMH VX RG L]QLPQH ELRORANH YDAaQRVW

H
|

H:N - C - COOH
|
R

Slka2.1.2SuD IRUPXOD DPLQRNLVHOLQH

S obzirom da se aminokiseline sastoje od karboksilne i amino skupine, pri neutralnom
S+ RQH VX QDM paitéridnagdje feGkarboXsilna skupina disociran€QO), a
amino skupina protoniranaNHs*) (Slika 2.2) [1].

1'o] Jv v]i IJE ovi®vu pPoi]l}A}Y 1 v] } VIIPE Vv II}}+80 v us3E ov u]
ogranka nalazi atom vodika.
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R

Slika2.2.2SUD IRUPXOD DPLQRWitevish@ LQH X REOLNX

=ERJ WHWUDHGDUVNRJ UDVSRUHGD DPLQRNLWHOLQD F
izomeri, a proteini u ljudskom organizmu sastoje se edminokiselind Gotovo sve

aminokiseline imaju @psolutnu konfiguracij

Aminokiselinese povezujw polipeptidne lance preko peptidne veze. Peptidna veza
QDVWDMH YNMDDNERNFLOQH VNXSLQH Mam®e skufne LdQuBeNLVHO L
aminokiseline uz gubitak jedne molekule vodglika 2.3. 5DYQRWHAaD RYH UHDI
SRPDNQXWD SUHPD KLGUROL]L L |DWR ]D VLQWH]X SHSWLG
MH GD VH WHUPLQDOQD DPLQR VNXSLQD X]LPD NDR SRpHWL

20znake Li D-izvode se iz Fischerove projekcije u odnosu-ghceraldehid, odnosno-Bliceraldehid.

S Apsoluty 1}Vv(]PpE i ul]vil]e olv « } & pni S8 I} o ep%°*3]3n V3 v iv]T P %o
HE v } eui E % E}lu SCE ] }S oJu SCEJu *pu%°*S]Sp vS } & Hip e % E]}E]
% E u Vv iv]ll u % E]}E]S 3u odka¥aliEe)ishtu, tada @Eapsolutna konfiguracija aminokiseline

S.
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HsN*-C - . *+ H-N'-C-coO
| - | |
R © H R
“H,0
H @ H H
| |
H3N+—(|:— - Ni-C-C00"
1 I.‘
R ' R

PEPTIDNA VEZA

Slika 2.3.Nastanak peptidne veze.

-alanin

Alanin je neutralna2DPLQRSURSLRQVND NLVHOLQD NRMD QD ER
skupinu Glika 2.4). To je neesencijalna aminokiselina koja se u ljudskom organizmu nalazi u
GYD REOLNIDDQD@DQELQ MH MHGQD RG pkddiipd & GiHteNNRU L aW
proteina [2].

H
I

HsN* — (I:“- COO°
CH;

Slika 2.4. 6 W U X NafXnaD .

5D]JOLND L]JPHPRDQLQD MH X SRORA&DM labimlLagmRo VN XSLC
VNXSLQD Q D-OGglikdvomtatogpdElika 2.5. -alanin se u velikim koncentracijama

11



QDOD]L X PR]JX 6SRUWD&L JD pHVWR NRULVWH NDR VXSOH
X RUJDQL]PX 1H&WR YLAH R WRPH UH ELWL QDSLVDQR X QD

H
I
H—(IZH—COO'
HsN*—C—H
3 "B
H

Slika 2.5. 6 W U X Naldi{ria.D

2.1.2. Lhistidin

Za razliku od alanina, histidi(2-amino-3-imidazolpropionska kiselina) esencijalna je
aminokiselina. Ova endogeno sintetizirana aminokiselina nalazi se u jetri, mozgu i skeletnim
PLALULPD .DNR VH QDOD]L L X NUYQRP VHUXPX SRQD&abD VF
[3]. HistidinnaERpPQRP RIJUDQNX VDG US&IkalBLGYMODALSOQWBQVX S
da histidin zbog svoje strukture djeluje protiv oksidativhog stresa [4].

Slika 2.6.Struktura Lhistidina

12



SURWRQLUDQL NDWLRQ KLVWLGLQDHLWDNRURRLARIQW]M.RJWDL
UD]OLpLWD SURWRQLUDQD NRPSOHNVD 3UL S+ QLaHP RG
VX NDUERNVLOQL NLVLN L GYD GXaAaLND DPLQR VNXSLQD L LI
SURWRQ PRA&H LRQL potarizijalhi koor@imaviski partar.Y2UAY tri potencijalna
donorska centra, histidin tvori mono i bis metalne komplekse. Tris metalni kompleksi su rijetki.

Mnogi autori spominju ML i Mlz komplekse bakra i histidina [3].

2.1.2.1. Kompleksi Ctii L-histidina

Kompleksi bakra i histidina otkriveni su 1966. godine u ljudskoj krvi. Od tada se
LVWUD&XMH XORJD XQRVD EDNUD X VWDQLFH ,VWUDALYDQ
prijenos bakra do stanica. Bakar je esencijalni element koji RWOUHEDQ VYLP aL
RUJDQL]JPLPD 8 QD&HP VH RUJDQL]PX QDOD]JL X WUDJRYLPD
ELWL L]QLPQR WRNVLpQH 3R]QDWD MH IL]JLRORAND YDAaQR
Menkesove bolesti, smrtonosne genetske neurodegerd&@ i@ HVWL L GU DOL QLMH |
UDJULMH&HQD VWUXNWXUD NRPSS&IitiRV.DS SIUND | DIQIR O/RXa NURDR C
SURWRQLUDQL REOLFL KLVWLGLQD D QDMXpHVWDOLML REC
NRPSOHNVD RVLIP B p XK QM Hifgrdhdl, skekedkén)a kompleksa, entropija
keliranja i energija stabilizacije ligandnog polja. Kompleks**Guhistidina stabilniji je u
XVSRUHGEL V NRPSOHNVLPD V G&XZWM MNPHWIDO LKW HNDRLEWVER
pokazalD GD VX QDM XpHVW D O%iMistidink MM HAHNLR MBS OUHoR M 181X
pri pH =6 dominira ML, izrad pH =6 ML(OH), a ispod oko pH #4 MHL. Navedeni su razni
QDpLQL YH]DQMD EDNUD L KLVWL G'ré€agira ®higtbiNdni@jH&®Qu MH REM
obliku zwitterionate da dolazi do brzog prijenosa protona s amino skupine na imidazolni prsten
i nastajanja ML, ,VWUDALYDQMD VX SRND]DOD GD X 0/ VWUXNW:
GXaLND X NYDGUDWQR SODQDU Q ssbji ddadJeRnbgtidextattog/ U X N W X
OLJDQGD KLVWLGLQD L MHGQRJ ELGHQWDW Q RIH O LXIND@NBXp X6N
HOHNWURVWDWVNH LQWHUDNFLMH NDR a4WR MH YRGLNRYD
skupine tridentatnog histidirj&].

13



Slika 2.7.Protonirani oblicihistidina u ovisnosti o pHb].

2.2. Bakar

%»DNDU MH SUYL PHWDO NRMHJ VX OMXGL REUDYyLYDOL
PLQHUDOL HdlkoRirit&(@GURe iHbornit (CuFeS). Ovaj prijelazni metal ima veliku
SULPMHQX ]JERJ VYRMLK GREULK VYRMVWDYD .RULVWL VH >
otporan je na utjecaje iz atmosfere, ali i mnoge druge kemikalije; bakrov sulfat koristi se kao
poljoprivredni otrov, aliikbDR DOJLFLG ]D SURpLaAauDYDQMH YRGD > @

%DNDU MH HVHQFLMDOQL HOHPHQW NRMHJ X RUJDQL]I
LIQXWULFH JHOHQR OLVQDWR SRYUUH RUDADVWL SORGRY/|
bakraGQHYQR NRML SRWa&dgjeDstaHics hkayetv@eRancka@n element, njegov
VXYLADN L]D]JLYD WRNVLPpQRVW > @

2.3. Dipeptid

Dipeptidi su proteini koji se sastoje od dvije aminokiseli@kkéa 2.8). Kao i kod svih
RVWDOLK SURWHLQD GLSHSWLGL QDVWkbrbbksilnevgkupingD Q M H P

14



MHGQH DPLQ-PNWLWHROVRXSILQH GUXJH 3HSWLGQD YH]D MH W)
L GX4LND SHSWLGQH YH]H Q djedniteRrRWwjdvaldkbstruMiezZd) D YH]D LF

H H H

| |
HsN*—C—-C-N-C-COO"

Lo .

R O R

Slika2.8.2SUD IRUPXOD GLSHSWLGD

2.4. Karnozin

Karnozin (2[(3-aminopropanoil)amined-(1H-imidazol4-il) propionska kiselinag],
R G Q R Ya@mtL-histidin RWNULYHQ MH JRGLQH D RWNULR JD
*XOHZLWVFK ,]JROLUDR JD MH L] /LHELJRYRJ PHVQRJ HNVW
1918. godine, a prikazana jesi@i29 7R MH SUYL SHSWLG NRML MH L]J]ROLU
[ @ OQRJL ]QDQVWYHQLFL LVWUDALYDOL VX ELRORANX I
]QDQVWYHQLFL +DQVRQ L 6PLWK SURQDA&aOL VX SURWHD]X
nazvali je karnozinaza. Otkrili su da je enzim stabiliziran dvovalentnim metamd,i Zn?*
[10]. Njegovu prvu jasnu funkciju opisao je S. E. Severin 1953. godine. Dokazao je kako
LIROLUDQL a8DEOML PL&ALO X SULVXWQRVWL NDUQR]JLQD PRat
VSULMHpLWL ]DNLVHOMDYDQMHEWRORENH @ IRYPMNRDRH SI\W
QMHIJRYH IXQNFLMH RSLVDW UH VH NDVQLMH X UDGX .RULYV
KUDQL X NRJPHWLpPpNRM L IDUPDFHXWVNRM LQGXVWULML > ¢

4 poilv % %3] v A1 Jlv}e] 1UiIT vuU “8} i Jlu p i vINS&Eqitnosi QaDlvm)i v}eSE |
i dvostruke (duljina dvostruke C=N veze iznosi 0,127 nm) veze.
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Slika 2.9.Struktura Lkarnozina.

.DUQR]LQ MH EH]E RpodpDd. mblékulskeV Droxliée HiLNLs. Njegova
PROHNXOVND PDVD L]QRVL J P R@niné Lihtiting.INdld2iD VH X
VH X YHOLNLP NRQFHQWUDFLMDPD X PRAGDQRP PLALUQRF
sastavni je dio svihkraigQMDND .RQFHQWUMXGM N LNPDRILGER JLLPD X ]Q R VL
LY*> @ 2VLP NDUQR]JLQD X OMXGVNRP VH RUJDQL]PX QDOD]
ofidin (Slika 2.10). Oni su metilirani analozi karnozina. Karnozin je dobro topljiv u vodi. P

f& PRaAH VH RWRSLWL J NDUQRI]JLQD X P/ YRGH > @
karboksilnu skupinu (pK GXAaLN LPLGD]R O4 RamisoUsKipiklQ(y). [B<
YULMHGQRVWL SUHPD UD]OL pebhi R R [L4]YKRdAzIR [ u@adhidiGuiH QH V X
prisutan u oblikuzwitteriona gdje su slobodna karboksilna i amino skupina u svom
LRQL]LUDM XSlikhR2. M)\ M.8.Q M X

0 NH N 0 NH
a) NH; b) NH;

Slika 2.10Kemijske strukture prirodnih derivata karnozina a) anserina i b) ofidina [13].
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Tablica2.1.9ULMHGQRVWL S. NDUQR]JLQD SUL f& > @

A P'frﬁi[zgn;ie' A P. G. Pietta, i A| H. Dobbie i W.| R. P. Argawal i
T Chersi O. Kermack D. D. Perrin
Ostacoli
pK1 2,64 2,619 2,77 2,64
pK2 6,59 6,656 6,90 6,58
pKs 9,04 9,237 9,70 9,04
HaN*

Slika 2.11.Struktura karnozina u oblikewitteriona

.DUQR]JLQ VH PR&H VLQWHQWL]LUDWL UD]OLPpLWLP NH
enzimskim putem. Za enzimatsku sintezuN.D U Q R ] L-&abin& | Lhistidina koristi se
karnozin sintetaza koja zahtjeva Rt@ D N -& [B]3

%LRORAND DNWLYQRVW NDUQR]JLQD

.DUQR]JLQ LPD EURMQH IXQNFLMH PHYyX NRMLPD VX SXII

LRQD DQWLRNVLGDWLYQL XpLQDN L VSRVREQRVW VPDQMHC
(ROSY unutar stanica, hvatanje singlegkisika i dr [8].

.DUQR]JLQ LJUD XORJX X NRQWUROL NRQFHQWUDFLMH X¢
DQDHUREQRJ YMHAEDQMD GROD]L GR QDNXSOMDQMD SURW
S+ XWMHpH PDH\WBEROLMNWRLKY XQNFEHRVS.NDUQR]LQD L]QRYV

5ROSt engl.reactive oxygen species
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XQXWDUVWDQLPQRJ S+ L JERJ WRJD NDUQR]JLQ LPD YHOLNL
GRSULQR VL kBriStah&neM Difediosti X SRSUSHPQPVWLP PLALGLPD >

Karnozin tvori komplekse s brojnim dvovalentnim metalima. U ljudskom organizmu
keliranje C&*, Zr?*iCuw?*ionaRG L]QLPQH MH Y D aG'hoNaMkarnczid} WQ/NHH Pl &
njihov metabolizamX VUpPDQRP PLALBXXIBONRIUIPPPIRALULPDNRYBDWM GL
kontrolira dostupnost Zfiiona X ALYPDQRP WNLYX SUHNRPMdt&J QH NRC
LIDJLYDMX W R NASLpIQkRvavem 15, V H

=ERJ LPLGD]ROQRJ SUVWHQD NDUQR]JLQ KYDWD UDGLNTLE
starenju kao i reaktivndNLVLNRYH L G XaL NsRYHLIpBIKRMM ¥ khehdrizam
KYDWDQMD KLGURNVLGQRJ UDGLNDOD 1HND LVWUDALYDQ
smanjuje krvni tlak. Pretpostavlja se da je uzrok téddaUH Q M H TDUNREFHUMMDH VPDWUL
RYDM GLSHSWLG XNOMXpHQ X RVMHWLOQX QHXURWUDQVPL)
[15].

R\((—N:)B

Slika 2.12.Karnozinov mehanizam hvatanja hidroksidnih radikala [13].

=D SXIHUVNX DNWLYQRVW NDUQ R3LMidaizomey @R DQ MH
'RND]DQR MH GD VH LPLGD]ROQL SUVWHQ X QHXWUDOQRM
SURWRQLUDQL REOLN WDXWRPHU , Slika 2135 UaRtorRQIJ D QL RE
manje stabilan pa u otopini prevladava IR HU , 1D UDYQRWHAaX WDXYV
keliranje metala. Vezanje dvovalentnog metala, npff@UL QL WDXWRPHU ,, GRPLQD

tautomer | taj koji sudjeluje u keliranju [13].
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Tautomer [ Tautomer II

Slika 2.13.Tautomerni oblici (1 i II) imidazolnog prstena karnaoain

2.4.2. Kompleksi metala s karnozinom

.DUQR]JLQ MH SROLGHQWDWQL OLJDQG V SRWHQFLMDC(
imidazolnog prstena, karboksilna skupina, terminalna amino skupina i peptidna veza. Mogu
nastati tetraedarski i oktaedarski kompleks . RMD YUVWD NRPSOHNVD UH QDV
PHWDOQRJ NDWLRQD RPMHUX PHWDOD L OLJDQGD L R S+ R
Karnozin ima tri skupine koje prolaze kisddazne reakcije u rasponu pH1 do pH =10
karboksilna skupina, LQR VNXSLQD L SURWRQLUDQL GX&aLN LPLGD
dipeptid tvori komplekse s brojnim dvovalentnim kationima2RDc?*, Mn?*, Ni?*, CL*, Zré,

Cc?*, Mg?*, C&*, Fe&#*i brojnim drugim [8, 13, 16]. Osim dvovalentnih kationa, karnozin tvori
komplekse i s jednovalentnim te trovalentrkationima 1DMYL&H VX VH SURXpDYDO

CU?*i Zn?*ionima (pojedini kompleksi navedeni su u daljnjem tekstu)

1IHNROLNR LVWUDALRRNDPWH \R IJXWWDHORL MHPVISDR REHUDYD
SURWLY UDND 7DNYL RUJDQRUXWHQLMVNL VSRMHYL LPDM X
tu namjeny MHU VH X WLMHOX PHWD ER O Ejanl ReliranjeQR* WwialshD Q QD |
karnozinom omogii XMH MHGLQVWYHQX SULOLNX |]D GLIDMQLUDQM&E
SROLGHQWDWQL OLJDQG V DQWLRNVLGDWLYQLP VYRMVWY
nastaje stabilan bidentatni kompleks koji nastaje vezanjem karnozifaprieko karbokshe
VNXSLQH L GXAaLND LPLGD]JROQRJ SUVWHQD > @

C** NRPSOHNVL LPDMX RJUDQLpHQ S+ UDVSRQ L PDQMH
IRUPLUDQMH GYD UD]OLpLWD NRPSOHNVD .DGD MH VXYLA&D
SUHNR GXALND Ldna Gl j&omerR 1, Balirehny® se odvije preko amino terminalne
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VNXSLQH GHSURWRQLUDQH SHSWLGQH YH]JH L GXALND LPL
mjesto zauzima molekula vode. OssEo?* karnozin tvori komplekse i s Gbkationom([14].

NajotnLMD YUVWD YDQDGLMD SULVXWQD X ELRORANRP
,VWUDALYDQMD VX*S\RANFDUBOQDGDR WH RGYLMD SUHNR LPLGD]F
UD]J]OLPLWH PROHNXOH NDUQR]LQD > @

Kompleksi Z#*-NDUQR]JLQ LVWUDALYDQL VX JERJ ID&/BIDONRORAI
NRPSOHNVD PR&N NRPYSHEAIUWYNY XRQX 1DVWDMDQMH NRPSOHN
D LIQDG S+ GROD]L GR WDORAHQMD LDNR MH OLJDQG
vrsta pri pH = 6 zajedno s monomerom [ZnAHL] 3UL QLALP S+ YULMHGQRVWLP
mononer [ZnL]* ,VWUDALYDQMD N kkardoxiia@aRataid ¥ daxKemphéks HermaQ
MHGQRVWDYQX GLPHUQX VWUXNW X UsKci 2YIH.[1I3SIRIOLPHUQX &aWR

-““N_/['\
”\N CH 0
H | ? Il
CH_5.~C«
/N CH,
0=C : |
\a... Z:n.__N__,...CHz
\ W

Slika 2.14.Polimerna struktura kompleksa Zn L-karnozina [14].

2.4.2.1. ompleksi bakra i karnozina

'R VDGD VX QDM ¥andptektibawai RairoyimaRdbbie i Kermack
su se 1955. godinezajedno sGUXJLP D XW R ldd BeDCRFVYOHRSEH. GJD G X &L N
LPLGD]JROQRJ SUVWHQD WHUPLQDOQX DPLQR VNXSLQX

kako pH vrijednost rasteS(ika 2.16). Vezanje preko karboksilne skupine odbacilo se
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JERJ QHPRIXUOQONRD/ WRGQDO/MWDNRML EL XddddfddepdoriddeR VYD p
dipeptida [13, 14].

NWOH
M
L
A T
sHN

Slika2.16.3UYD SUHGORAHQD VWU XKaxhdzKW[DBINRPSOHN YV

.ULVWDOQL NRPSOHNV QDVWDR <Hidi2.15 Struktur@# RaH VH
prikazuje da su dva Gt FHQWUD YH]DQD SUHNR plHWMALOW@™ QDMEO
GLPHUQD VWUXNWXUD QDVWDMH YHIDQMHP WHUPLQDOC
karboksilatnog kisie MHGQH RG PROHNXOD GLSHSWLGD L GX&LN
molekule dipeptida. Peti ligand na svakom kationu koji upotpunjuje kvadratno

piramidalnu koordinaciju je molekula vode [14].

OH O
\ ¢ o-cZ
H
/, C\\ N/CH
HN N Cu—— \
N\ /7 cto
C=CH NI—!Z\ / \
CH,—CH, CH,
CH, [
Q =C
N A
AT NH
HC cu— N
\‘N/ u\ CH
yd NH,
0=C
\CHQ—T—CHZ
OH,

Slika 2.17.Struktura dimernog kompleksa €tkarnozin pri pH = 8 [14].
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,VWUDALYDQMD VX SRND]DOD GD VH GLPHU X RWRS|
X] VXYLaDm, Nastejkempleksi vezanjem
LVNOMXpPLYR GX&LND LPLGD]ROQRJ SUVWHQD .DGD MH RPI
kompleksa [CeH-2L2]°. Pri sobnoj temperaturi i pH = 7,2 nastaje dimer koji je stabilniji nego

AWR VH SUYRWQR SQLHW B RSV DY IONMHDO@RR VBWLPD SULVXWQH \
[CuLH]?*i [CuL]". Naslici 2.18.prikazane su monomerne i dimerna strukkompleksa Ctr

Pri pH rasponu ogpH =5 dopH =

iona i karnozina Zbog male koncentracije €ukationa u ljudskom organizmu nastaju

monomerni kompleksi [13L4].

— =0 -t - =2+
HMN 0
N..._2H" o)
[ S "‘;Cull H20, 2HN JJ\/\NH
N 0 - \\N o \.‘C Lj.- H2 O /O NH
o H (0] '\N ‘Cu
o o by
0 H,0 N
N 0] H 2
v -0 N 4 !
"CU"“'-. \ N H
W N N
a) N b) c)
[CusH oLy )0 [CuL]* [CuHLJ2*

Slika 2.18.Molekulske strukture a) dimera, b) i ¢) monomera komplek<4 iGoai
karnozina [13].

OHWRGH RGUHYLYDQMD NDUQRI]LQD

.DR @aWR MH U D gatndzih iQadbvoh&ikEj&u ljudskom organizmut&a
je razvoj metoda zZQMHJRYR RGUHYLYDQMH RG L]QLPQH YD&AQRVW
RGUHYLYDQMH NDUQR]JLQD D X RYRP UDGX VX QDYHGHQH Q

=DELOMHAHQR MH RGUHYyLYDQMH NRQFHQWUDFLMD NDU
SRPRUX WHNXULQVNH N lWeRtivddsR EHBLWCEhY RighypeNoRmahteddvid
chromatography V. UD]OLpLWLP GHWJWNlatdkeijd, HPLC +Budescentna
detekcija, HPLC tamperometrijska detekcija [17], HPL&elektrosprej ionizacija masena
spektrometrija (EISMS, engl. eletrosprey ionization mass spectrome@trji8]; sustava
WHNXULQVNH Nuhrabebdly Rpkki@rididvbHIMS, engl. liquid chromatography

mass spectrometyye kapilarne elektroforeze (CkEngl. capillary electrophoresig17]. Kod
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kromatografskih mjerenjaotrebro je odvajanje | obrada uzorka prije samog mjerenja.
.DSLODUQD HOHNWURIRUH]D V GHWHNFLMRP SRR BiglK ODVHU
capillary electrophoresis lasanduced fluorescengeli UV detekcijom (CEUV) ima puno

prednosti kaoAWR VX YHUD HILNDVQRVW UD]GYDMDQMD YHUD VH
X]RUND L PLQLPDOQD SULSUHPD X]RUND SULMH LQMHNWL
koncentracija uzoraka. Ovom metodom ne mogu se detektirati spojevi prisutni u tragovima
ELRORANLP WHNXULQDPD > @

OLNURPLS HOHNWURIRUH]D V NHPLOXPLEQQLY¥HHQFLMV N
microchip electrophoresis chemiluminescence D] YLOD VH ]D RGUHYLYDQMH ND
dHULYDWD NDR &WR V)X KHRWPLRN XU B IRHBEEN métodd JiRa puno
SUHGQRVWL X RGQRVX QD +3/& H &QDIOMWR WO QMDUNRYOUWIN
NRUL&AWHQLK UHDJHQVD YHUD HILNDVQRVW UD]GYDMDQMD

JRGLQH XVSMHAQR MH RGUD Y GhDaning Ri2linkDu ND U Q R
IHUPHQWLUDQRP PHVX SRPRiX 105 VSHNWURVNRSLMH > @
PHWDOD PRJX VH RGUHGLWL SRPRUX 5DPDQRYH L ,5 VSHNW

=DELOMHAHQL VX L UDGRYL X NRMLPD VH NR@W@WWLOD S
engl. cyclic voltammetjyi deferencijalna pulsna voltametrija (DP&hgl. defferencijal pulse
voltammetry[18, 23].

2.5.1.Elektrokemijske metode

(OHNWURNHPLMD MH JUDQD NHPLMH NRMD VH EDYL P
XWMHFDMD 9HOLNL GLR RYRJ SRGUXpMD SURXpDYD NHP|
HOHNWULpPpQH VWUXMH L SURL]YRGQMRP HOHNWULPQH F
ElektrokemMVND PMHUHQMD NRULVWH VH ]D SULNXSOMDQMH \
RGUHYyLYDQMH WUDJRYD PHWDOQLK LRQD X RWRSLQL LOL R
RNROL&AD LQGXVWULMVNRM NRQWUROL NYDOLAMBWH ELR|
primjenama [24, 25].

Dvije osnovne vrste elektrokemijskih mjerenja su potenciometrijska i potenciostatska.
2EMH YUVWH |IDKWLMHYDMX QDMPDQMH GYLMH HOHNWURGF
UHOLMX 7DNR MH SRYUALQDPPHHOHMNWQRIGRII SROHINMW BROL W
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HOHNWURGD SURYRGQLND -HGQD RG HOHNWURGD GDMH

indikatorska ili radna elektroda. Druga elektroda, referentna, ima konstantan potencijal [25].

Princip elektrokemijskih mFHUHQMD MH SUHWYRUED PMHUHQH IL]I
RGUHYHQRJ VHQ]RUD X DQDORJQL HOHNWULpPpQL VLJIQDO W
GLJLWDOQRJ SUHWYRUQLND ,]OD]QD YHOLPLQD SUHWYRUQ
LOL Hroraboy28]L b

.DR @&WR MH UDQLMH QDYHGHQR X UDGX ]DELOMHAHQD
GHULYDWD SRPRUX SRWHQFLRPHWULMH L YROWDPHWULMH :

2.5.1.1. Potenciometrijske metode

SRWHQFLRPHWULMD MH NODVLpPpQD DQDOLWLpPND PHWRG
UDJ]OLNH SRWHQFLMDOD NRML VH MDYOMD L]JPHYX GYLMH
SRWHQFLRPHWULMD MH HOHNWURNHPLMV N Djef poféreiaD NR M D
SUL QXOWRM VWUXML LOL |IDQHPDULYR PDORP L]QRVX VWUX
WDNR GD RQD ]QDpDMQR QH XWMHpH QD VWDQMH UDYQRWH
NYDQWLWDWLYQH DQDOL]JHH SRRGWUHY E LY RRHMAU & M B P RIPHRIEK (IMNXOVE
NRQVWDQWH UDYQRWHAH UHDNFLMD DNWLYLWHWD L NRHIL
Potenciometrijska mjerenja koriste potenciometar i voltmetar s velikom ulaznom impendacijom
NRML RGUHYRMXQPLO@DNDO S]PHYyX UDGQH LOL LQGLNDWRUVU
3ULPMHU HOHNWURNHPLMVNH UOHOLMH ]D SRWHZDIBLRPHWU
(OHNWURNHPLMVND PMHUQD GUHOLMD VDVWRML VH BG GYD ¢
HOHNWURGD D GUXJL UHIHUHQWQD HOHNWURGD 2EMH HO
DNWLYLWHW RGUHYyXMH SRWHQFLMDO LQGLNDWRUVNH HOF
reakcije na jednoj od elektroda, one su odvagiteblitnim mostomElektrolitni most u ovom
VXVWDYX pLQL LQHUWQL H O H Niné Wakjevby\klorDlaojd ¢ malaziitH VH NF
vDVWDYX UHIHUHQWQH HOHNWURGH (OHNWUROLWQL PRV

napona.

Potencijal referentne elektrode Y LVL R DNWLYLWHWLPD DNWLYQLK F
te se on ne mijenja tijekom mjerenja. Za razliku od referentne elektrode, indikat@isikads
razvija potencijal ovisnd(R DNWLYLWHWX DQDOLWD X GHOLML > @
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referentna I indikatorska
elektroda elektroda
~
a s
otopina
analita

Slika2.19.(OHNWURNHPLMVND UHOLMD ]D SRWHQFLRPH

8NXSQL HOHNWURGQL SRWHQFLMDO pODQND L]JQRVL
Evr=Er tEL (2.1

gdje jeEmvr £tHOHNW U R P R W RE4 Qd&dekifdDi PoteaZialQefelentne elektrode i =
elektrodni potencijal indikatorske elektrode. Prema doggvelektroda na kojoj se odvija
oksidacijatDQRGD SLaAaH VH OLMHYR X ]DSLVd4, élairotd WABGONHP LM V |
seodviaUHGXNFLMD SLa4aH VH GHVQR 3ULPMHU |DSLVD HOHNW
Pt (s) | H(9) | H"(aq) || C&" (aq) | Cu (s) (2.2)
gdje je lijevo od elektrolitnognosta [|) proces koji se odvijaa referentnoj elektrodi (anodi):
H2(g) « 2H" (aq) + 2e
a desno proces koji se odvija na indikatorskoj elektrodi (katodi):

Cw?* (aq) + 2e » Cu (s).

Univerzalna referentna elektroda je standardodikova elektroda (SVE) kaju prema
dogovoruelektrodni potencijal iznosi 0 V pri svim temperat?!® 3UHPD WRM HOHNWUR
VX HOHNWURGQL SRWHQFLMDOL GUXJLK UHIHUHQQLK HO

koristekalomelovaelektroda(Hg/HgCl> pLML HGCGHRNWHUORGODO L]JQRVL 9
VUHEUR VUHEURY , NORULG HOHNWURGD $J $J&0O pLML H
f& > @

25



, QGLNDWRUVNH HOHNWURGH GLMHOH VH X GYLMH VNXSE&
razlike potencijala @ doGLUQRM SRY U-atbgng, & © HINRWhEKE iDmembranske
elektrode.

1D WHPHOMX 1HUQVWRYH MHGQDGAEH PRJXUH MH
LVSLWLYDQRM RWRSLQL 3RWHQFLMDO HOHNWURGH RGUHY
ionVNRJ GMHORYDQMD SUHPD 1HUQVWRYRM MHGQDGAEL

Eve=E0+— 7.u0P (2.3)

a¢  Orpi
u kojojEmr R]QDpDYD HOHNVEQB&%W%@@I’MWMMURRSUX SOLQVNX
konstantuT WHUPRGLQDPLPpNX WHPSHU Waxadayev@Qka4eBEtiRMIQL EURM

ared aktivitet vrsta prisutnih u ispitivanoj otopini.

.RQFHQWUDFLMVNR SRGUXpMH ]Dan&ifda VizhoSiFAdREBHW UL MV
mol dmdo 10! mol dm?®. Postoje dvije potenciometrijske metotjgotenciometrijska titracija

i direktna potenciometrija.

Potenciometrijske titracije mjere potencijal indikatorske elektrode u funkciji volumena
titranta. One su izrazito korisne za titracije obojenih ili mutnih otopina i za otkrivanje
QHRPHNLYDQLK VDVWRMDN&ih S\WR\WYAURDNF IL MDHji \RtiDeDif@ U YHU WL IV |
nastajanje kompleksnih sgoja, neutralizacijske titracijedksidacijsko/redukcijske titracije.

Za potenciometrijske titracije uz nastajanje kompleksnih spojeva koriste se metalne i
PHPEUDQVNH HOHNWURGH ]D R Gdxakyih WidcjavtblaZiiy tedapja K WRp |
DQDOLWD L WLWUDQWD WH QDVWDMDQMD NRPSOHNVD =DY
postupaka $lika 2.20). Jedan od njihujedno i najjednostavniji postupakiH JUDILpNL SUL|
potencijda kao funkcije volumena titranta '"UXJL QDpLQ MH UDpXQDapMH SURP
jedinici volumena titranta (( "9 [29].
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E(Volt?\ dE ﬁ
\ —

.
! \
4 y
\:‘_’
Vol. (mL)
a) b) Vol. (mLT

Slika2.20.*UDILpNL SULND] SRWHQFLRPHWULMYV NdlubvenhaVUDFLMH

analita i b) promjengotencijala po jedinici volumena titranta.

2.5.1.2. Voltametrijske metode

9ROWDPHWULMD REXKYDUD VNXSLQX HOHNWURDQDOLWI
GRELYDMX L] PMHUHQMD MDNRVWL VWUXMH X RYLVQRVWL R
polarizaciju neke radne elektrode. Ova metoda koristi se u anorgariiicginoj kemiji, te
ELRNHPLML *UDILpNL SULND] VWUXMH X RYLVQRVWL R SUL
Voltamogram je elektrokemijski ekvivalentan spektru u spektroskopiji koji daje kvalitativne i
kvantitativne informacije o vrstama koje sudjea u oksidacijskim ili redukcijskim reakcijama
[27].

S9ROWDPHWULMD VH UD]YLOD RG SRODURJUDILMH NRMX
uranim20LP JRGLQDPD 3RODURJUDILMD VH UD]JOLNXMH RG R\
radna mikroelektro® LPD REOLN NDSDMXUH 4LYLQH HOHNWURGH GF
PLNURHOHNWURGD VWDOQH SRYUALQH NRMD X RWRSLQL PL

S9ROWDPHWULMX V OLQHDUQRP SULPMHQRP SRWHQFLMDOD
Nichols 1938. godineP WHRULMVNL VX MX RSLVDOL 5DQGOHV L aHyp

Moderne wltametrijske metode koriste #lektrodnisustav kod kojeg se primjenjuje
pobudni signal na radnoj elektrodi. Radna elektroda mijenja potencijal u odnosu na stalan
potencijal referentne elektrodeOMHUL VH VWUXMD L]JPHYyX UDGQH L SURW
SODWLQVND &4LFD 2VLP RYH WUL HOHNWURGH HOHNWURN
XYRYyHQMH LQHUWQRJ SOLQD NDNR EL VH XNORQLR RWRSOWM
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.DGD GRYH GR RNV a @GinejLaltkirod,GDuia LpWlari €ektronima kroz
YDQMVNL HOHNWULPQL NUXJ GR SURWXHOHNWURGH JGMH V
prisutne u otopini matriksa. Redukcija analita na radnoj elektrodi zahtjeva izvor elektrona,

generiranu stiju koja putuje od protuelektrode do katode [27].

Na slici 2.21. shemDWVNL MH SULND]PXUWHDOWD 8N HYRMWDH V
komparatora (automatska promjena smjera posmika potencijala pobude), integratora
(smanjenje i kontrola izlaznog napona), PBR FLRVWDWD QDPHUH SRWHQFLMD ¢
SUHWYRUQLND VWUXMH X QDSRQ L UDpXQDOD VOLNRYQL ]L

i T
5 ] 5 v Ru
‘ & 1
||“ Vi :E-—.w-d / Jr
! 't N /
-15V = In .
5 ' , ‘P ornik Pisac
Komparator Integrator Potenciostat retvo
IwE

Slika2.21.6 KHPDWVNL SULND] XUHyDMD ]D YROWDPHW

&LNOLpND YROWDPHWULMD

& L N O lopgahetrijé (CV)je Q DM p H & i H métada lza wikLQljBnje kvalitativnih
informacija o elektrokemijskim reakcijama. Snaga ove metodéjeojinformacii R SRORaDM X
UHGRNV SRWHQFLMDOD HOHNWURDNWLYQH YUVWHKu> @ .D

JRGLQH ODWKHVRQ L 1LFKROV D RSLVDOL VX MH 5DQGUC

&LNOLpND YROWDPHWULMD VDVWRML VH RG OLQHDUQI
PLNURHOHNWURGH NRULVWHUL WURNXW Q &licYZ2.QuisnB EOLN S
otomeNRMD VH LQIRUPDFLMD WUDAL PR&H VH NRULVWLWL MH
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Slika222.3REXGQL VLIQDO X F LRN=ZedpcheriM bk ROQok S dhValblik, M L

n xbroj izmijenjenih elektrona.

Prvotno signal pobude linearnd DVWH RNVLGDFLMD RGUHYHQR YU
dosegne izabrana vrijednodEs). Nakon toga promeni se smjer posmika potencijala. Pri
povratnom posmiku potencijala razvija se oksidacija produkta elektrodne reakcije redukcije te
nastaje anodni vrh [26]. U signalu odziva javljaju se anodni i katodni strujni vrhovi.
Voltametrijomse mjerijakost strujeu ovisnosti o primijenjenom potencijalu. Dobiveni struja
SRWHQFLMDO JUDILNRQ QD]JLYD VH FEkINiQRhEKEpefiRéntalizP RIJUDF
YHOLPpLQH NRMH NDUDNWHUL]JLUDMX FLNOLpPpNIEANRBHWDPRJIU
odnosndkatodnog Epk, Ipk) strujnog vrha, omjer visina oksidacijskog i redukcijskog vipa (

/'loxk WH UD]JOLND SRWHQFLMDOD DQRGQRBLEEPBORGQRI V|
.DUDNWHULVWLPQL VWUXMQL YUKRYL FLNOL pudidg sROWDPR
X EOL]LQL SRYUGLQH HOHNWURGH > @
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Slika2.23.3ULPMHU L]JOHGD FLNOLPNRJ YROWBRRahoddimD V QD]

(Epa) strujnim vrhom.

2.5.1.2.2. Diferencijalna pulsna voltametrija

=D UD]JOLNX RG FLN O Ldifestéhcja©pmne \toeroetrijé KDPX) RaBste

se stupnjevite promjene potencijala s viemenom. Pulsne voltametrijske tehnike uveli su Barker

L -HQNLQ 2QH VX SRpHOH |DPMHQMLYDWL OLQHDURQH WHK(
mol dn3. Stogadd GLIHUHQFLMDOQD SXOVQD YROWDPHWULMD NRL
L DQRUJDQVNLK YUVWD OHWRGD MH L]QLPQR RVMHWOML
eleNWUROLWD 3RPRUXVRIYRGRHWRGHWRR®YHUL EURM MHIOHNWUR
ispitivanoj otopini. Glavni nedostatak ove metode je relativno dugo vrijeme mjerenja i
QHPRIJXUQRVW UD]JOXpLYDQMD SULSDGRaV26liLK VLIQDOD NRC

U diferencijalnoj pulsnoj voltametriji mali pravokutni naponski impuls, amplitude od
10mV GR P9 VXSHUSRQLUD VH QD OLQHDUQR UDVWXUuUL SRV
se mijeri prije naponskog impulsa i na kraju impulsa u svakom ciklusu. Naponski impuls
QDMpHauUH MmsddBMmk. BiGnal odziva je razlika jakosti stnoijge i nakon naponskog
impulsa, kao funkcija potencijala. Signal pobude je niz kratkotrajnih pulseva, a signal odziva

(visina strujnog vrha) proporcionalan je koncentraciji reaktar&liiea(2.24) [26, 30].
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Slika 2.24.Signal pobude (a) i signatlziva (b) u diferencijalno pulsnoj voltametriji [30].

2.5.2. UV/VIS spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode temelje se na interakciji svjetla i materije.

(OHNWURPDJQHWVNR JUDpHQMH MH YUVWD H@HUOdimdH NRMD

(OHNWURPDJQHWVNR JUDPHQMH LPD YDC
YyHVWLpPQD
JGMH

GXDOQX SULURGX
su valna duljina (, brzina ¢), amplituda sinusoidnog val®) te frekvencija ¥

VYRMVWYD JUDPHQMD RSLVDQD giXfoldid ®QDIS & ErekPenciji
JUDPpHQMD

E=hv (2.4)

i ukojojjeh 30DQFENRYD NRQVW D Q#WIEL.MRoMEeriejd)Rpvikazuje vAlInom
GXOMLQRP GRELMH VH VOMHGHUD MHGQDGAED

vo (2.5)

gdiec EU]LQD VYMHWORVWL NRBMPRIL]QRVL SULEOL&QR A

(OHNWURPDJQHWVNL VSHNWDU REXKYDuUD YHOLNR SRG

prikazani naslici 2.25
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Valna duljina (m)
infracrvene  vidljiva ultraljubicaste
radio valovi mikrovalovi  zrake svjetlost sralie X -zrake  gama zrake
1 | 1 1 | | |

L] L 1 L ] L L
103 10-2 10-5 106 108 10-10 10-12

N AA

Frekvncija (Hz)

I 0 O

104 108 1012 ! 1018 1016 1018 1020

VIDLJIVA SVJETLOST

Slika 2.25.Elektromagnetski spektar [31].

OROHNXOVND VSHNWURIRWRPHWULMD WHPHOML VH QD
infracrvenog JUDpHQMD 2QD VH @LURNR SULPMHQMXMH ]D NYDC(
EURMQLK DQRUJDQVNLK L RUJDQVWIRI YUDNPMDQ MIR G&JX p M)
200nrmGR QP D SRGUXpMH YLGOMLYRJ Nudo[g80@M.D 9,6 RWS

OROHNXOD WYDUL PRAH DSVRUELUDWL HQHUJLMX HOHN
QMH]LQD HQHUJLMD OR&H GRUL GR SURPMHQH X HQHUJLML
rotacije molekula (rotacijska pobuda) ili u energiji vibracije atoma u mdil€kibracijska
SREXGD (QHUJLMH PROHNXOD VX NYDQWL]JLUDQH L PROHN?
HQHUJLMH $SVRUSFLMVNL VSHNWDU WYDUL MH RGQRV L]PH
,] QMHJD VH PRA&H RpLWDW karPiRekd NiXida BubStia. WMIdIpEim X UD  \
HOHNWURPDJQHWVNRJ JUDpHQMD GROD]L GR SULMHOD]D PF
Naslici 2.26.prikazan je primjer spektra JUDILpNRJ SULND]D QDVWDORJ PMHI
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1.0 =

LG =

apsorbancija

L

[

1 i 1 i 1 i | i | i | i 1
Jna 350 L] 450 300 S50 U]

vilma duljina (nm)

Slika 2.26.Primjer apsorpijskog spektraY LGOMLYRJ SRGUXpMD > @

, QVWUXPHQW ]D 89 9,6 VSHNWURIRWRPHWULMX VDVWRM
GXOMLQD GUAaDpD X]RUND GHWHNWRUD WH VXVWDYD ]D
jednosnopni ili dvosnopni. Osnovniipcip rada instrumenta za UV/VIS spektrofotometrijska
mjerenja prikazan je nslici 2.27.

Slika 2.27.Sastavni dijelovi instrumenta za apsorpcijsku spektrofotometriju [29].

Apsorbancija otopine definirana je LambB&gerovim zakonom:
A=-logT=log =" (2.6)
odnosno:
A= B¢ (2.7)

gdje je A apsorbancija, T transmitancija,Po LQWHQ]JLWHW XSP GeRilet |l UDpPpHQ
SURSXAWHQRIPRIMMPH@MDSVRUSFLMVNL NRHCEMFMHQW NRML
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GXOMLQD SXWD JUDpHQMD NURG¢ XRRUFHN W R K BLWHD {4 JRDLANDLY D |
dnt3. Na temelju LambetlBHHURYRJ |[DNRQD PRaH VH RGUDGLWL NYDQ
je koncentracija proporcionalna apsorbanciji [29].
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.Kemikalije i priprava otopina

.HPLNDOLMH NRULAWHQH Xt®NRBAR.UDGX QDYHGHQH VX X

Tablica3.1.3RSLY NHPLNDOLMD PROHNXOVNLK IRUPXOD L QMLK

Naziv kemikalije Molekulska formula BURL]JYRYDD
Acros Organics, Thermo
Bakrov (1l) nitrat trihidrat Cu(NGs), A @ Fisher Scientific, Geel,
Belgija
(S)2-aming-3-(4- SigmaAldrich, St. Louis,
imidazoil)propionska kiseling CeHoN3O2 Missouri, Sjedinjene
(L-histidin) $PHULpPNH 'Ua
SigmaAldrich, St. Louis,

3-aminopropionska kiselina

. CsH/NO, Missouri, Sjedinjene
-alanin)

$PHULpPNH 'Ua
SigmaAldrich, St. Louis,
CoH14N4O5 Missouri, Sjedinjene
$PHULpPNH 'U&
T.T.T. d.o.0., Sveta &ljelja,

-alanikL-histidin
(L-karnozin)

Natrijev hidroksid NaOH Hrvatska
Natrijev hidrogenkarbonat NaHCQ T.T.T.d.o.0, Sveta bdjelja,
Hrvatska

Iz kemikalija navedenih uablici 3.1. SULUHYHQH VX UD]JOLpLWH RWR
SULUHYHQH XRGLOOL™ S cAt .RQFHQWUDFLMH RWRSLQD EDW
alanina, Lhistidinai LNDUQR]LQD L]Grmdd®HPwfet pHE 10 pripravijen je
SRPRUX 30,1FMol dm? natrijevog hidroksida i 50 ¢t A 2 mol dm? natrijevog
hidrogenkarbonata te nadopunjavanjem otopine do ukupnog volumena od 3®0llcrQ

vodom.

Za potenciometrijska mjerenj&oncentracija ispitvanlKk DQDOLWD L]J]QRVLOD M
mol dm?. U 20 cnd pufera pH = 10 otpig&ano g 2 cm® -alanina, Lhistidina ili L-karnozina.
Otopine analita titrirane suast cn? otopine bakrovog nitrata koncentracije, A2

mol dm?. Kao slijepa proba koristio se pufer pH = 10.
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=D YROWDPHWULMVND PMHUHQMD S Utahli¢i 3.PLIKabli 36X RWR S|
SRWHQFLRPHWULMVND PMHUHQMD WDNR L |]D YROWDPHWU
puferu pH = 10, a ukigm volumen ispitivane otopine iznosio je 15°chhtablici 3.2anavedeni
VX WRpQL YROXPHQL GRGDQLK RWRSLQD |]D LVSLWLYDQMD
alanina. Za razliku othblice 3.2.autablicama3.2.bi 3.2.cnavedene su i otopineliistidina,
odnosnoENDUQR]LQD L EDNURYRJ QLWUDWD X RPMHULPD
navedene tablice, u nastavku se nalazi primjer priprave otopine uzée@adzina i bakrovog
nitrata 2:1. Tako za pripravu otopinekarnozina i bakrovogitrata u omjeru 2:1 u 14,55 ém
pufera pH = 10 dodano je 0,30 EmA 2mol dm?3otopine L-karnozina i 0,15 cé A 2mol
dnm* RWRSLQH EDNURYRJ QLWUDWD 5HG YHOLEMABMSULUHYHC

Tablica3.2.3UL S UD Y D-aRiihR § L QA*mol dn), bakrovog nitrata (Cu(N§y) (c =

A - mol dm?d), L-histidina € A4 mol dnd) te
NRPSOHNVD RPMHUD ]D PMHUHQMD FLNOL
voltametrijom; YROWDPHWULMVND LVWODQILYD @CMD LYMDROLYD QML
KLVWLGLQ E LV W Ulaab2hgc@MD YH]DQD ]D /

A4 mol dm?d), L-karnozina ¢

a
Uzorak V (pufer pH = 10)/dni | V 0 -alanin)/dm?® | V (0,01M Cu(NQ)z/dnt®
Pufer pH = 10 15 / /
2 W R S+{al@rina 14,85 0,15 /
Otoplng bakrovog 14,85 / 0.15
nitrata
2WR S{a@rina i
bakrovog nitrata 1:1 14,70 0.15 0.15
b
Uzorak V (pufer pH = 10)/dni | V (0,01M L-histidin)/dm® | V (0,01M Cu(NQ)z/dn73
Pufer pH = 10 15 / /
Otopina L histidina 14,85 0,15 /
Otoplngbakrovog 14.85 / 0.15
nitrata
Otopina L—hl_st|d|na i 14,70 0.15 0.15
bakrovog nitrata 1:1
Otopina L-histidina i
bakrovog nitrata 2:1 14,55 0.30 0.15
Otopina L-hI.StIdIna i 14,25 0,60 0.15
bakrovog nitrata 4:1
Otopina L—hl.sndma i 14,55 0.15 0,30
bakrovog nitrata 1:2
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Otopina L-histidina i
bakrovog nitrata 1:4 14,25 0,15 0,60
C
Uzorak V (pufer pH = 10)/dr§ | V (0,01M L-karnozin)/dm? | V (0,01M Cu(NQ)./dnTt®
Pufer pH = 10 15 / /
Otopina L-karnozina 14,85 0,15 /
Otopmg bakrovog 14.85 / 0.15
nitrata
Otopina L-karnozina
i bakrovog nitrata 1:1 14,70 0,15 0,15
Otopina L-karnozina
i bakrovog nitrata 2:1 14,55 0,30 0,15
Otopina L-karnozina
i bakrovog nitrata 4:1 14,25 0,60 0.15
Otopina L-karnozina
i bakrovog nitrata 1:2 14,55 0,15 030
OtopinalL-karnozina
i bakrovog nitrata 1:4 14,25 0,15 0.60

=D 89 9,6 PMHUHQMD SULUHYHQH VnoRANR PlipferhaNR Q FH C
otopina opisana je tablici 3.3. 2ZWRSLQH VX SULUHYHQH X SXIHUX S+ |
od 5 cni. Za mjerenjasekoristiol cm* LVSLWLYDQH RWRSLQH .DR UHIHUHC
pufer pH = 10.
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Tablica 3.3. Priprava otopina thistidina ¢ A-3 mol dm?3), L-karnozina ¢ A3
mol dm?), bakrovog nitrataq A-3mol dm3) i otopina L:-histidina ibakrovog nitrata u
omjeru 1:1, odnosno -karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 za UV/VIS

spektrofotometrijska mjerenja.

Uriala V (pufer pH = V(0,01M L- V (0,01M L- V (0,01M
10)/dn® histidin)/dn® karnozin)/dmn? Cu(NO3)/dm?
Otopmg bakrovog 3 ) / ,
nitrata
Otopina L=
histidina 3 2 / /
Otopma} L 3 ) R /
karnozina
Otopina L=
histidina i
bakrovog nitrata 3 2 / 2
11
Otopina L=
karnozina i
bakrovog nitrata 3 / 2 2
11

3.2. Aparatura

3.2.1. Potenciometrijska mjerenja

Potenciometrijska mjerenaUDYyHQ @DV X UHyDM X 7TLWUDQGR OHW
SURPMHQMLYRP MHGLQLFRP L OHWURKP WLSIkABHLMVNRJ
S8UHYyDM MH VSRMHQ QD UDpXQDOR D SRGDYybEtavixake EUDYHQ
dasetWUDQW X RYRP VOXpDM EDNURY QLWUDW GR]JLUDR X L
2-5 mV min'. Ukupan volumen dodanog titranta iznosio je 6cn$QDOLW VH PLMH&ADR
PDJQHWVNH PLMHADOLFH WLMHNRP PMHUHQMD
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Slika 3.1.AparaturazaSSRWHQFLRPHWULMVND PMHUHQMD OHW

3211, (OHNWURNHPLMVND UHOLMD ]D SRWHQFLRPHWULMV|

Potenciometrijska mjerenj& D y BuQuDlvoelektrodnom sustavu pri sobnoj temperaturi
( “f & (OHNWURNHPLM YV NVDVDHNGLHWIH \bD\&\MRYKREDND WV OIDR G
GQRP LQGLNDWRUVNH L UHIHUHQWQH HOHNWURGH 2VLP
PDJQHWVNR PLMHADQMH 8NXSDQ YROXPHQ RWRSZLQH X HOF

Kao indikatorska elektroda korisi VH HOHNWURGD V SODWLQVNLP
AYLFDUVND (O HNW U RIGIi3.2MWa 8lekirddB HBj€ aulzi@) Ba bakrove ione
prisutne u otopini.

Slika3.2.30DWLQVND LQGLNDWRUVND HOHNWURGD OHW!
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Srebro/srebro\l) klorid (Ag/AgCI) elektroda je elektroda stalnog potencijala te se
NRULVWLOD NDR UHIHUHQWQOL HORNWURG]Y R2Q PDM 18 HWDUNRRG

(Slika 3.3). Prije svakog mjerenja elektrode se ispiru destiliranom vodom.

Slika 3.3.Ag/AgCl UHIHUHQWQD HOHNWURGD OHWURKP A&YL

3.2.2. Voltametrijska mjerenja

Voltametrijska mjerenja izvedena s$RPRUX 3DOP6HQV SRWHQFLRVW
VSRMHQD Q Blika B.4)X2Q Bk@iZijui obradu podataka koristio se P&ce softver.
Mjerenjasu provedena u troelektrodnom sustavu pri sobnoj temperaturi (  “ f & X
J)DUDGD\HYRP NDYH]X (OHNWURNHPLMVND UHOLMD VDVWRM
WH FMHYpLFH ]D XYRYHQMH DUJRQD 3ULMH \a¥ &d@oRoin PMHUH
YLVRNH pL VEW-R949%4) 45 minuta. Ukupan volumen ispitivane otopine iznosio je
15 cn#¥.
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Slika 3.4.Aparatura za voltametrijska mjerenja koja se sastoji od PalmSens
SRWHQFLRVWDWD JDOYDQRVWDWD UDPpXQDOD V RGJRYDI

3221.(OHNWURNHPLMVND UHOLMD ]D YROWDPHWULMVND F

=D F L NidifepeNcalno pulsnu voltametriju koristile su se jednake elektrokemijske
U H O L Msliti 315Dprikazana je radna elektroda od staklastog ugljika (ALS Co., Japan).
SRYUALQD UDGQH HOHRKWUR®MH MQOERNRI PMHPHQNMDseSRY UaL(
SUDKHRIFO; $/6 &R -DSDQ 9HOLPLQD pHVWLFD SUDKD L]QRV

do zrcalnog sjja te je na kraju dobro ispraialli -Q vodom.

Slika 3.5.Radna elektroda od staklastog ugljika(ALS Co., Japan) [35].

Referentna Ag/AgCelektroda nalazi se rddici 3.6.Kao i ostale Ag/AgCI elektrode i
RYD HOHNWURGD VDpLQMHQD MH RG VUHEUQMHKIGidEH XURQ
Kloridni ioni kontroliraju potencijal elektrode i aktivitet Agona.
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Slika 3.6.ReferentnaVUHEUR VUHEURY NORULG HOHNWURGD $J $J&
mol dm? KCI (ALS Co., Japan) [36].

SURWXHOHNWURGD VvOXaL ]|D |DWYDUDQMH VWUXMQRJ |
NRULVWL SO D #di A/pikazadnafelprot@ NWURGD GXOMLQH FP NRMI

ovom radu.

Slika3.7.3URWXHOHNWURGD VDpLQMHQD RG SODWLQVNH

3.2.3. Spektrofotometrijska mjerenja

6SHNWURIRWRPHWULMVND PMHUHQMD REXKYDuUDOD VX
bliskoiQIUDFUYHQR 816, thXgoivMdinit2deilfna varirgmod 250 nm do 1000 nm.
Shimadzu 1700 je instrument koji ss RULVWLR ]D 89 9,6 PMHUHQMD 8UH
UDpXQBRMH VDGUAL VRIWYHU 893UREH ]DSliRaN38L]QELMX L R
instrument spada u vrstu dvosnopnih spektrofotometara gdje se paralelno mjeri apsorbancija

referentne otopine i oduzima od apsorbancije otopine uzorka.
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Slika 3.8.Aparatura za UV/VIS mjerenja, Shimadzu 1700.

3.3. Uvjeti mjerenja

6YL X]JRUFL SULUHYHQL VX X SXIlan, §.wistidin i YkdRi62ihbURP G D

potpuno dreprotonirani pri toj pH vrijednosti.

3.3.1. Potenciometrijska titracija

Potenciometrijska titracija je tehnika kojom se htjelo dokazati stvaranje kompleksa
izmHyX DQDOLWD L WLWUDQWD 1D VREQRM WHPSHUDWXUL
PLMHaAaDOLFH YUALOD VH WLWUDFLMD 7LWUDQW VH DXWRPLIL
signala bio 25 mV min’. Mjerenje je trajalo sve dok nije dodano svihB®cW LW UD®WD A
mol dm?® otopina bakrovog nitrata).

3.32. &LNOLpND YROWDPHWULMD

&LNOLpND YROWDPHWULMD MH WHKQLND NRMRP VH LVS
X]RUND DOL WDNRYHU MH PRJXUH XRpLWL VWYD@BKQMH QR
YUAHQD QD VREQRM WHPSHUDWXUL X )DUDGD\HYRPB NDYH]X
minuta u struji argona. Voltamogrami za sve uzorke snimljeni su u rasponu potencia/d od
V do 1V u odnosu na referentnu Ag/AgCI elektrodu. Brzina peomjpotencijala iznosila je
100 mV st. Prilikom jednog mjerenja radile su se tri uzastopne ciklizacije. Za provjeru odvija
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li se proces na radnoj elektrodod difuzijskom kontrolom YUALOH VX VH FLNOL]DFLM
brzinom promjene potencijala. Bre promjene potencijala iznosila je od 50 m\tie 300 mV

st

3.3.3. Diferencijalna pulsna voltametrija

'LIHUHQFLMDOQD SXOVQD YROWDPHWULMD MH SXQR RV
SRPRUX%e®@RE&EH YLGMHWL VWYDUDQ M Ha bkBida8ijékiH NrydDkdta 84 D W L W
SRYUaLQX UDGQH HOHNWURGH OMHUHQMD VX YU&HQD QD
Prije mjerenja uzorci su propuhivani 4 PLQXWD X VWUXML DUJRQD =D RYD
raspon potencijala 0eD,5 V do 1,1 V u odmsu na Ag/AgCl elektrodu. Brzina promjene
potencijala iznosila je 5 mVls

3.3.4. UVIVIS spektrofotometrija

Spektrofotometrija je tehnika koja daje kvalitativne i kvantitativnhe podatke o ispitivanom
XJRUNX .DR L RVvWDOD PMHUHQMD X RYRP UDGX WDNR VH L
je dvosnopni spektrofotometar, a snimljena je apsorbancija u rasphili duljina od 250 nm
do 1000 nm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.Potenciometrijska mjerenja

Potenciometrijske titracij@ ovomraduW HPHOMH VH QD VWYDUDQMX NRPS¢
titranta. Dodavanjem inkremenata bakrovog nitrata dolazpaolaganog rasta potencijala
LQGLNDWRUVNH HOHNWURGH 1D SRGUXpMX poterrijpld HNYLYL
.ULYXOMD NRMD R]QD ) D }eBin@sbidhagDiiaN NRPSOHNVD

-alanin

Slika 41.SULND]XMH SRWHQFLRPHWUDNPRXQWDLWRBPKDMWNX QN
NULYXOMD SULND]XMH WLWUDFLMX pLVWRJ SXIHUD S+ EI
W L W U D F L MEniRAVWKRSIllaQ@ife¢ sinusoidnog oblika i nigdje se mgapljuje nagli skok
SRWHQFLMDOD 7DNDY REOLN NULYXOMH MDVQ&aRi|iQDpDYL
dodanih bakrovih iona u puferu pH = 10.

Slika4.1.3aRWHQFLRPHWULMV N@lawna\ U D F L4vhul NrB°) N pue¥uX O M D
pH =10 s bakrovim nitratomc( 2 mol dm?®); pufer pH = 10 ( R W R-8lanh®
(#7 ).
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4.1.2. L-histidin

SRWHQFLRPHWULMVND WLWUDFLMYV N Dtithitljsk¥ KrioulfeD- L RGJIR'Y
histidina u puferu pH = 10 s bakrovim nitratom pe&aesu naslici 4.2. Volumen dodanog
WLWUDQWD X WRpPNL HNYLYDOHQFLMH L]JQRVL FP

Slika42.3RWHQFLRPHWULMVND WLWUDFLMVND -NdtidinaeXOMD L
(c “4mol dm?®) u puferu pH = 10 s bakrovim nitratom ( 2 mol dm?); promjena
potencijala u ovisnosti dodanog volumena titrantai(t IRGJRYDUDMXuUD SUYD GH!

titracijske krivulje( ).

Potenciometrijska titracijska krivulja prikazuje nastajanje kompleksastidina i C3*
iona Ona je sinusoidnog obliR L MDVQR VH YLGL VNRN RNR WRpPpNH HN’
SRWYUYyHQR L SUYRP GHULYDFLMRP pLML YUK SRND]XMH )
ekvivalencije. Dodavanjem bakrovog nitrata u otopinu analita dolazi do vezanja bakra na
KLVWLGLQ vigaléudie dailz jeHENistidin vezao bakarDaljnjim dodavanjem bakra,
potencijal ponovno polagano raste jer nema slobodnrbigtidina koji bi mogao vezati bakar
WH GROD]L GR VXYLaAND EDNUD X RWRSLQL 2VLP SRWHQFL
PRaH VH XRpLWL L YL]XDOQR Qdavavjen? bh&dwog Sttafd,Podpirl@H ER NV
analita poprima plavu boju. Ndici 4.3. XVSRUHYHQH VX ERMH -RMAR&ILQD NRF
Cw?* (lijevo) s bojom otopine u kojoj se nalaZe(OH) (desno). Prema dobivenim rezultatima

nastaje kompleks-histidina i Céd* u puferu pH = 10 i to u omjeru 1:1.
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Slika 4.3.0topina 2 criL-histidina ¢ 3 mol dm?) i 6 cn? bakrova nitrataq =
3 mol dm3) u 20 cm pufera pH = 10 (a); otopina 6 éinakrova nitratad -3
mol dm?®) u 20 cnd pufera pH = 10 (b).

4.1.3. l-karnozin

Slika 4.4.prikazuye SRWHQFLRPHWULMVNX WLWUDFLMVNX NULYXO
titracijske krivuljeL-karnozina u puferu pH = 10 s bakrovim nitratom. Titriranjem otopie L
karnozina s bakrovim nitratom dolazi do stvaranja sinusoidne krivulje koja prikazuje ovisnost
SRWHQFLMDOD R YROXPHQX GRGDQRJ WLWUDQWDCIj8NXSQR
iznosi20cm 8 WRPNL HNYLYDOH Q FhamMdzing® swaréheHkanpieksa\LD Y /
karnozinCw?*. Naslici4.5. PRaH VH YL]XDOQR GHWHNWL WIk&45.8% WY DUD
predstavlja otopinu uzorka prije titracijelike 4.5.btijekom titracije, aslika 4.5.cposlije
titracije. Dodavanjem bakrovog nitrata dolazi do promjene boje otopine iz bezbojne u tamnije
plavu. Nastala plava boja razlikuje se od plave boje otopine kada su u njoj prisutni €u(OH)
Stvaranjem kompleksa €us L-karnozirom nastaje stabilnija vrsta od Cu(QHI.-karnozin

tvori kompleks s Ctt u puferu pH = 10.
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Slika44.3RWHQFLRPHWULMVND WLWUDFLMVND-NULYXOMD
karnozina ¢ “4mol dm®) u puferu pH = 10 s bakrovim nitratorm ( -2
mol dm?®); promjena potencijala u ovisnosti dodanog volumena titrahta{ tRGJRYDUDMX G C
prva derivacijditracijske krivulje( ).

Slika 4.5.0topina L-karnozina ¢ -3 mol dm?®) u puferu pH = 10 (a); otopina L
karnozina ¢ 3 mol dm?®) u puferu pH = 10 tijekom titracije s bakrovim nitrator(
3 mol dm®) (b); otopina Lkarnozina ¢ 3 mol dm®) u puferu pH = 10 nakon

titracije s bakrovim nitratomg( 3 mol dm?®) (c).
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4.2. Voltametrijska mjerenja

Mjerenja suUDy FQROLPNRP L GLIHUHQFLMDOQRP SXOVQRP YR
SRGDWFL R HOHNWUR N Hamhinay NHistdine,Y Ridslivoing LiP iihovih
kompleksas CGf 6YL X]JRUFL SULUHYLYDQL VX X SexkotistiX k&o+ L\

slijepa proba.

421. &LNOLpND YROWDPHWULMD

4.2.1.1. -alanin

Na slici 46. SULND]DQ MH FLNOLpNL -yd@&apakDreéntatipdr= RWRSL C
A-“moldn® NRMD MH SULUHYHQD X SXIHUX S+ 9ROWDPRJU
staklastog ugljikari brzini polarizacije elektrode 100 M s& LNOLpNL YROWDPRJUDF
-DODQLQD X SXIHUX S+ S R Ndlahi Mijd e@roBkEBMn@ RNLVHOLQD

Slika4.6.&LNOLpPpNL Y R-@aibaRR J U B Mol dm?®) snimljen na elektrodi od
staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 ni\psfer
pH =10 ( RW R-Slarm®(¢ 2 ).
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Slika 4.7. SULND]XMH FLNOLpNL YROWDPRJUDP RWRSLQH

mol dm3) snimlien na elektrodi od staklastog ugljika pri brzini polarizacije elektrode

100 nV st

Slika4.7. & LNOLpNL YROWDPRJUDP EbDMoLHRIY shimi@h vl Blékinod
od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizaelgktrode 100 mV-§ pufer
pH = 10 (+ 9),lotopina bakrovog nitrata’¢ ).

Na voltamogramu bakrovog nitrata vidljiva su dva anodna i dva katodna strujna vrha.
Oksidacijski strujni vrhovi nalaze se na potencijalifaa. = 0,04 V (Al) iEpa2= 0,11V (A2)
X RGQRVQEX QD $J $J&0 HOHNWURGX 3URFHVL NRML VH GR.

VOMHGHUOL

Oksidacija 1 (Al1): C £Cu*+ €
Oksidacija 2 (A2): Cti £CW*+ €

Redukcijski strujni vrhovi nalaze se na potencijaligpa. = -0,69 V (K1) iEpk2 =-0,31 V (K2)

u odnosu na referentnu elektrodu. Oni su posljedica redukcije bakra:

Redukcija 1 (K1): Ci+ € ACW
Redukcija 2 (K2): Ctr + e ACuU

&LNOLPNL YR ODMDIPRLUQ D RhldWnaR $dk@vbdg nitrata u omjeru 1:1
prikazani su neslici 4.8. .DR &aWR MH YHUuU U D @lahHnijéeNiirdhbtipan.Q R

50



OLMHaDeaMdrihR i bakrovog nitrata u jednakim omjerima ne dolazi do stvaranja

NRPSOHNVD 7R VH MDVQR YLGL L] F-blahida phdikavoy Rittaty D PR J U
1D YROWDPRJUDPX VH SRMDYOMXMH DQR&LzQakAr, NDWR

8VSRUHYHQL DQRGQL L NDWRGQL §igv4aXMQL YUKRYL PRJX Vi

Slika4.8.&LNOLpPNL Y R-@&DaRER JU B Mol dm® L R W RahigaH
bakrovog nitrataq “4mol dm?3) u omjeru 1:1 snimljen na elektrodi od staitbg
ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mymufer pH = 10 (¢ 9,
R W R Salapiba ( R W R-8lan®i bakrovog nitrata u omjeru 1:1%( ).

2NVLGDFLMVNL VW U-Xlshipai bakrevBgritréawe&d DlHhalaze se na
potencijalimaEpa1 = 0,025 V (A1) iEpa2= 0,10 V (A2), a redukcijski na potencijalingak: =
-0,68 V (K1) iEpk2 = - 9 . X RGQRVX QD $J $J&Eklapd $ladtinink G X aw
L NDWRGQLP VWUXMQLP YUKRYLPD pLVWH RWRSLQH EDNU
WDNRYHU SRWYUYHQR GD QH GROD]L GR VWYDUDQMD NRPS(
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Slika4.9.&LNOLpNL YROWDPRJUDP EbDmMolHRY RL ROW RaBIHDGHHD
bakrovog nitrataq “4mol dm®) u omjeru 1:1 snimljen na elektrodi od staklastog

ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mymufer pH = 10 (¢ ),

otopina bakrovog nitrata#( R W R-8lanin®i bakrovog nitrataemjeru 1:1 ¢ 2 ).

4.2.1.2L-histidin

Naslici 4.10. SULND]DQ MH FLNOLpNL -MdRdn& KprcBniralcppgP=RW R SL Q
A-“moldn® NRMD MH SULUHYHQD X SXIHUX S+ 9ROWDPRJU
staklastog ugljika pri brzini polarizacijglektrode 100 MV 2GUDYHQD VX GYD PMH
VYDNR PMHUHQMH LPDOR MH WUL X]DVWRSQH FLNOL]JDFLMF

&LNOLPNL YROKWVWDRPREULMM /QH VDGUAL RNVLGDFLMVNH L UHC
] D N O M X p-bigtdih riédeléktroaktivan u puferu pH = 10.
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Slika4.10.& LNOLpNL Y R@igtdna R J U DPmbl dm3) snimljen na elektrodi od
staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 th\ser
pH = 10 (+ 9),fotopinaL-histidina (* > ).

Slika 4.11.SULND]XMH FLNOLPpNL Y¥lsOdeD PakduoD Ritr&&(R SLQH /
“4moldm® X RPMHUX SULUHYyHQX X SXIHUX S+ 1D YRC
oksidacijski strujni vrh na potencijalepa1 =0,03 V. Ty VWU XMQL YUK R]QDpHQ MH F

posljedica je kompleksacije €l L-histidina, odnosno oksidacije metalnog centra kompleksa.

Slika4.11.&LNOLpPpNL YR OW D P Rhidtidira (N R P S @t 8hv?)D bakrovog
nitrata € “4mol dm?®) uomijeru 1:1 snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu
pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mV; pufer pH = 10 (¢ ),fotopina kompleksa

L-histidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1{ ).
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Naslici4.12.SULND]DQL VX F L Kikbrppeksy HRiisiha @ R J U-bmol
dnt3) i bakrovog nitratad “4 mol dm?®) u omjerima 1:1, 2:1 i 4:1 snimljeni na elektrodi
od staklastog ugljika. Na voltamogramu se jasno vide m@instlujni vrhovi (Al) koji su
SRVOMHGLFD RNVLGDFLMH PHWDOQRJ FHQWUD NRPSOHNVLE
VWUXMQRJ Y U KHistidind/uRotdpidi, ¥6Ls&ujhi Arh raste.

Slika4.12.& LNOLPpNL YROWD P RHdtidima N R P S el 8hv?)D bakrosog

nitrata € 4 mol dm?®) u omjerima 1:1, 2:1 i 4:1 snimljen na elektrodi od staklastog

ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mymufer pH = 10 (- ),
kompleks Lhistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (“ ), kompleks L:histidina i

bakrovog nitrata u omjeru 2:1:(+ ), kompleks Lhistidina i bakrovog nitrata u omjeru 4:1

(*% )

Naslici4.13.SULND]DQL VX FLNOLpPNL YRiQwBAERIUDML NRPSO
dn13) i bakrovog nitratad “moldm® SULUHYHQL X SXIHUX S+ X RPM
'RGDYDQMHP RWRSLQH EDNURYRJ QLWUDWD X VXYLaNHX
VWUXMQLK YUKRYD NDUDNWHULVW Osad{jskRiBtrém MriokisBilL YROV
QHAaAWR P D O Rjivii. @bréncijdl khrvigd- &hodnog strujnog vrh&pai) iznosi 0,04 V u
odnosu na Ag/AgCIl elektrodu. Potencijal drugog anodnog strujnog Kglg (znosi 0,08 V u
odnosu na referentnu elektrodu. Redukcijski strujni vrhovi otophiestidina i bakrovog
nitrata omjera 1:2 i 1:4 nalaze se na potencijaliya = -0,70 V za omjer 1:2kpk1=-0,69 V
za omjer 1:4 (K1) Epk2=-0,31 V za omjer 1:2 [Epk2=-0,32 V za omjer 1:4 (K2). U omjeru
QDVWDMH NRPSOHNV L QHPD DQRGQLK L NDWRGQLK VW
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'RGDYDQMHP YHUH NRQFHQWUDFLMH EDNUD GROD]L GR SR
FLNOLPNLP YROWD RR JUD RdnfaBloBoAdd-histiviina koji bi vezao bakar.

Slika 4.13.&LNOLpNL YR OW D P RHidtidina 6N R P $ @l 8hv?)D bakrovog
nitrata € “4mol dm®3) u omjerima 1:1, 1:2 i 1:4 snimljen na elektrodi od staklastog
ugljika u pderu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 m¥ pufer pH = 10 (* ),
kompleks L:-histidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (° ), kompleks Lhistidina i
bakrovog nitrata u omjeru 1:2:(+ ), kompleks Lhistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:4

(=% )

Slika 4.14.prikazuje voltamogram kompleksa-Histidina € 4 mol dm?) i
bakrovog nitrata “mol dnm® X RPMHUX SUL UD]JOLpLWLP EU]JI
elektrode. Koristile su se brzine polarizacije od®® s'do 300 mV 8. Iz slike je vidljiv trend
rasta anodnog & XMQRJ YUKD NRMHOMMHR R ] @BOIRpMHHUDVQMWUHP EU]JLQH
HOHNWURGH GROD]L GR SRYHUDQMD DQRGQRJ VWUXMQRJ
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Slika 4.14.& LNOLpNL YR OW D P RHidtidina 6N R P $ @l 8hv?)D bakrovog
nitrata € “4mol dm?3) u omjeru 1:1 snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu
S+ SUL UD]OLpLWLP EU]JLQDPD SRODU,LPDNISMH),HOHNWUF
100 mVst(2),150mV s (7),200mV s (?),250 mV s (2 ), 300 mVst(2).

&LNOLPNL YROWD P R-higtidiraL¢ N R P-5SroHdW¥) Dbakrovog nitrata
(c “4 mol dm?3) u omjeru 1:1 pokazuju jedan oksidacijski VA1 = 0,03 V) koji se
odnosi na oksidaciju metalnog centra kompleksa. Na elektrood\d@@ oksidacijski proces
koji je kontroliran difuzijom jer je struja anodnog pika linearno ovisna o drugom korijenu

promjene brzine potencijalalika 4.15).
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Slika 4.15.0visnost vrijednosti struje anodnog strujnog viha,0 drugom korijenu brzine

promjene potencijalait’?, za elektrodu od staklastog ugljika u puferskoj otopini pH = 10 za

kompleks L:histidina € “4mol dm?) i bakrovog nitrataq “4mol dm?®) u omjeru
1:1.

4.2.1.3.L-karnozin

Na slici 4.16. prikazan MH FLNOLpPNL YROWRPRMINADEP= RAWRSLQH /
mol dm®) NRMD MH SULUHYHQD X SXIHUX S+ 9ROWDPRJUL
staklastog ugljika pri brzini polarizacije elektrode 100 mY s& LNOLpNL YROWDPRJUD
L-karnozinapokazuje da dipeptid nije elektroaktivan jer nema oksidacijskih ni redukcijskih

strujnih vrhova.
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Slika4.16.& LNOLpPNL Y R@ambzm&E U D P* thol dm?3) snimljen na elektrodi od
staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije #iae 100 mV 3; pufer
pH =10 (+ 9),lotopina Lkarnozina ¢ 2 ).

Slika 4.17. SULND]XMH FLNOLPpNL YRORADORIRRIGZDP NRPSOHN
mol dm?®) i bakrovog nitratadq “4“mol dm?) omjera 1:1 snimljen na elektrodi od staklastog
ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 m% Bla voltamogramusu
vidljiva dva anodna strujna vrha. Prvi strujni vrh (A1) posljedica je oksidacije metalnog centra
u kompleksu. Drugi strujni vrh (A2) pojavio se zbog oksidacije imidazolnogmakarnozina
Oksidacijski strujni vrhovi nalaze se na potencijalitgga.=-0,015 V (Al) iEpa2= 0,86 V (A2)
u odnosnu na Ag/AgCl elektrodu-karnozin tvori kompleks s Ctiu puferu pH = 10 u omjeru
1:1.
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Slika 4.17.& LNOLpNL YR OW D PIRKhthbzinal R P S-OntbNdW1E) i bakrovog
nitrata € “4mol dm?3) u omjerul:1 snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu
pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mV; pufer pH = 10 (- ),fotopina kompleksa

L-karnozina i bakrovg nitrata u omjeru 1:1%* ).

Slika 4.18. &LNOLpPpNL YROWD P R-karmPnaNR P S OHrivoV &) i
bakrovog nitrata 4 mol dm®) u omjerima 1:1, 2:1 i 4:1 snimljen na elektrodi od
staklastog ugljika. Na voltamogramu se jasno vide anodni strujni vrhovi Al i A2 koji su
posljedica oksidacije metalnog centra kompleksa, odnosno oksidacija imidazolnog prstena.
Dodavanjem kkarnozinau X YLANX QH GROD]L GR ]QDpDMQLK SURPMHC

vrhova su podjednake.
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Slika 4.18.&LNOLpPNL YR OW D P RkathbzimaN R P S-‘OntdNiwE) i bakrovog
nitrata € “4mol dm®) u omjerima 1:1, 2:1 i 4:1 snimljen mdektrodi od staklastog

ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mymufer pH = 10 (* ),
kompleks L-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (* ), kompleks kkarnozina i

bakrovog nitrata u omjeru 2:1(+ ), kompleks Lkarnozna i bakrovog nitrata u omjeru 4:1

(=% )

Naslici 4.19. SULND]DQL VX FLNOLpNL YRa@WwWINnB&IJUDPL NRPSI
mol dm?) i bakrovog nitrataq “moldm® SULUHYHQL X SXIHUX S+ X R
1:2 i 1:4 snimljeni na elektrodid staklastog ugljika. Dodavanjem otopine bakrovog nitrata u
VXYLANX GROD]JL GR SRMDYH DQRGQLK L NDWRGQLK VwU
YROWDPRJUDP EDNUD 2VLP RNVLGDFLMVNLK VWUXMQLK YU
i anodni $rujni vrh imidazolnog prstena. Potencijal prvog anodnog strujnog MEpa)(
podjednak je za omjere 1:2 i 1:4 te iznd&s075 V u odnosu na Ag/AgClI elektrodu. Potencijal
drugog anodnog strujnog vrhBph2) iznosi 0,055 V za omjer 1:2 i 0,075 V za omjed u
RGQRVX QD $J $J&0 HOHNWURGX 3RAY poQjédndkrGa\dhyerki HJ D Q
1:2 i 1:4 te iznosi 0,85 V u odnosu na referentnu elektrodu. Redukcijski strujni vrhovi otopine
L-karnozina i bakrovog nitrata omjera 1:2 i 1:4 nalaze se renpipdlimaEpk: =-0,71 V za
omjer 1:2 iEpk1=-0,72 V za omjer 1:4 (K1) Epko=-0,34 V za omjer 1:2 Epk2=-0,35V za
omjer 1:4 (K2). U omjeru 1.1 nastaje kompleks i nema anodnih i katodnih strujnih vrhova
NDUDNWHULVWLPpQLK ]D EDNDU
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Slika 4.19.CiINOLpPNL YROW D P R Jkabdzind & P S O*Hind\Am3) /i bakrovog
nitrata € “4mol dm®3) u omjerima 1:1, 1:2 i 1:4 snimljen na elektrodi od staklastog
ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 100 mymufer pH = 10 (* ),
kompleks L-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (* ), kompleks kkarnozina i
bakrovog nitrata u omjeru 2:1:(+ ), kompleks l-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 4:1

(=% )

Slika 4.20.prikazuje voltamogram kompleksaHKarnozina ¢ 4 ma dm?d) i
bakrovog nitrata “4mol dnm® X RPMHUX SUL UD]JOLpLWLP EU]JI
HOHNWURGH NRMHsN\NX 30G OWHS.FP@tio se trend oba anodna strujna vrha.
SRYHUDQMHP EU]JLQH SRODUL]DFLMH HOHNWURGH GROD]L C
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Slika 4.20.& LNOLpPNL YR OW D P Rkathbzimal R P S-‘OntdNiwE) i bakrovog
nitrata € 3 mol dm?3) uomjeru 1:1 snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika u puferu
S+ SUL UD]OLpLWLP EU]JLQDPD SRODU,LPDNWISMH),HOHNWUF
100mVst(2),150mV s (7),200mV s (2),250mV s (2),300mV s (2).

& L N Ovbltambagram kompleksa-karnozina ¢ “mol dm?) i bakrovog nitrata
(c “4 mol dm?3) u omjeru 1:1 pokazuje dva oksidacijsitaujnavrha Epa1 = -0,015 Vi
Epa2= 0,86 V). Prvi oksidacijski strujni vrh odnosi se na metalni centar komplekisagana
imidazolni prsten dipeptida. Na elektrodi se odvija oksidacijski proces koji je kontroliran
difuzijom, jer je struja anodnilstrujnih vrhovalinearno ovisna o drugom korijenu promjene
brzine potencijalaglika 4.21).
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Slika 4.21.0visnost vrijednosti struje anodnog strujnog viha,0 drugom korijenu brzine
promjene potencijalait’?, za elektrodu od staklastog ugljika u puferskoj otopini pH = 10 za
kompleks lkarnozina ¢ 4 mol dm?) i bakrovog nitrataq “4mol dm?®) u omjeru
1:1; anodni strujni vrh Al (a), anodni strujni vrh A2 (b).
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4.2.2. Diferencijalna pulsna voltametrija

Osim FLNOLpNH YROWDPHWULMH ]D LVSLWalaMimesQMH HOHN
histidina, L-karnozina i njihovin kompleksa s €uionom koristila se diferencijalna pulsna
YROWDPHWULMD 2YD PHWRGD MH RVMHWOMLYLMD L SRPRI

produkta na radnu elektrodu.

-alanin

Na slici 4.22. SULND]DQ MH GLIHUHQFLMDamAna(SXOVHL YROW
mol dm?®) snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije
elektrode 5 mV 3. Na voltamogramu nema strujnih vrhova. Porast struje koji se pojavljuje na

potencijalu 0d-0,29 V, pojavljuje se i u puferu pHH0.

Slika4.22.'LIHUHQFLMDOQL S X-aah@d¢Y R OWhbl iRy shinPen na
elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5'mV s
pufer pH = 10 ( RW R-8lamn®(¢ > ).

Slika 4.23.prikazuje dferencijalni pulsni voltamogram bakrovog nitrata ( 4
mol dm®) snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10. Na voltamogramu su

vidljiva dva oksidacijska strujna vrha koji su posljedica oksidacije bakra:
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Oksidacija 1(Al1): CW¥ ACuU + €
Oksidacija 2 (A2): Cu £ACW*+ €

Potencijal prvog oksidacijskog strujnog vrha (A1) iznBsi: = 0,025 V, a potencijal drugog

strujnog vrha (A2) iznosiEpa2 =0,075 V u odnosu na Ag/AgCI elektrodu. Visina oba
RNVLGDFLMVND VWUXMQD YUKD UDVWH SRQRYOMHQLP VQL
DGVRUSFLMH RNVLGDFLMVNL SURGXNDWD EDNUD QD SRYUa

Slika 4.23.Diferencijalni pulsni voltamogra bakrovog nitrataq 4 mol dm?) snimljen
na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5'mV s
pufer pH = 10 (¢ 9),fotopina bakrovog nitrata?(* ).

Naslici 4.24.prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram kojim se ispitivao nastanak
NRPSOHNVD L]PHaaXkin® ¢V R S L'Qiidl dm?3) i otopine bakrovog nitratac(=
“4 mol dm3) u omjeru 1:1. Brzina polarizacije elektrode iztmge 5 mV sl Na
voltamogramu su vidljiva dva oksidacijska strujna vrha na potendipdu= 0,02 V (A1) i
Epa2 = 0,07 V (A2) u odnosu na Ag/AgCl. 1z iznosa potencijala na kojima se javljaju strujni
YUKRYL MDVQR MH GD QH GROD]L -&aRin¥ VElyddno® QiMianaNRP SO H
ako ih se usporedi s potencijalima otopine bakrova nitrata.
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Slika4.24.'LIHUHQFLMDOQL SXOVQ talahR®O(W D PRd/dP) iIRWR SLQH
bakrovog nitrataq “4mol dm®) u omjeru 1:1 snimljen na elektrodi od staklastog
ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5 mY ufer pH = 10 ( ),

R W R Salapiba i bakrovog nitrata u omjeru 1:17( ).

4.2.2.2. khistidin

Na slici 4.25 prikazan je diferencijalni pulsni voltamogranthistidina € 4

mol dm?®) snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije
elektrode5mvs$ 1D YROWDPRJUDPX MH YLGOMLY VWUXMQL YUK N
javija se na potencijal&par = 0,87 V u odnosu na Ag/Ag@lektrodu Porast struje koji se

pojavljuje na potencijalu od 9 SRMDYOMXMH VH L X SXIHUX &+ , C
voltametrije pokazali da aminokisleinaHistidin nije elektroaktivna, diferencijalno pulsni
voltamogram govori suprotno. Alrgini vrh posljedica je oksidacije imidazolnog prstena.
SRQDYOMDQMHP PMHUHQMD QLMH GRAOR GR DGVRUSFLMH F
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Slika 4.25. Diferencijalni pulsni voltamogram-histidina ¢ “4mol dm3) snimljen na
elektrodi odstaklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5 HV s
pufer pH = 10 (¢ 9),fotopina Lhistidina (* > ).

Slika 426. prikazuje diferencijalni pulsni voltamogram otopinéhistidina € 4
mol dm?3), bakrovog nitrataq “4 mol dm?) i otopine Lhistidina i bakrovog nitrata u
RPMHUX a X \hijpph BXQREPHQ MH YROWDRRJANAB MRjeBOWMm SLQH /
SULSDGDMXULP VWU XBWXFL0B7YWLIK&Bsu $a ref@i@entnu elektrodu. Sivom
iscrtkanom krivuljom ozbpHQ MH YROWDPRJUDP RWRSLQH EDNURYF
oksidacijska strujna vrha, A2 i A3. A2 se nalazi na potenciighr = 0,02 V, a A3 na
potencijaluEpas 9 30DYRP LVFUWNDQRP NULYXOMRP-R]QDpHCGC
histidina i bakrovognitrata u omjeru 1:1. Na voltamogramu se pojavljuje oksidacijski strujni
vrh kojeg nema na voltamogramu otopinaiktidina, ali ni na voltamogramu otopine bakrovog
QLWUDWD 7DM VWUXMQL YUK R]QDpHQ V $ SRMDOeksbhMXMH V|
i nalazi se na potencijalipar = - 0,2 V u odnosu na Ag/AgCl. Na diferencijalno pulsnom
YROWDPRJUDPX NRPSOHNVD JXEL VH RNVLGDFLMVNL VWUX!

koji je vidljiv na voltamogramu otopine-histidina.
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Slika 4.26. Diferencijalni pulsni voltamogram otopinehistidina € 4 mol dm?),
bakrovog nitratad “4mol dm?d) i otopine L:histidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1
snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizdeke@de 5
mV s?; pufer pH = 10 (¢ 9),/otopina Lhistidina (* © ), otopina bakrovog nitrata’( ? ),
kompleks L:-histidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:% { 9.

Na slici 4.27. prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram otopindiktidina € =
“4mol dm?) i bakrovog nitrataq “4mol dm?®) u omjeru 1:1i 2:1 snimljen na elektrodi
od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5-f¥arazliku od
diferencijalno pulsnog voltamograma kompleksahistidina i C@* omjera 1:1, na
YROWDPRJUDPX RPMHUD SRMDYOMXMH VH L VWUXMQL YU
pojavljuje na potencijali&ya2 = 0,87 V u odnosu an Ag/Ag@lektrodu 7TDNRyYHU VH VWUXN
$ YROWDPRJUDPD RPMHUD @ Hlljeyd\hia Ydtendljal B3P R.VQR SRPL
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Slika 4.27. Diferencijalni pulsni voltamogram otopinehistidina € “4mol dm?) i
bakrovog nitratad “4mol dm?) u omjeru 1:1 i 2:1 snimljen na elektrodi od staklastog
ugljika u puferu pH = 10 piirzini polarizacije elektrode 5 mVspufer pH = 10 (- ),
kompleks L:-histidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (? ), kompleks Lhistidina i
bakrovog nitrata u omjeru 2:¥ ¢ ).

4.2.2.3. karnozin

Cilj diferencijalne pulsne voltametrijgio je dokazati nastajanje kompleksekarnozina
i Cu?*iona te ispitati adsorpcijproduktaoksidaciieQD SRYUAL QX & bdG@akthstd@ HNW U F
ugljika. Slika 428. prikazuje diferencijalni pulsni voltamogram-Karnozina ¢ 4
mol dm?) snimljen na elekobdi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije
elektrode 5 mV 4. Na voltamogramu se javlja strujni vrh Al na potencii = 0,85 V u
odnosu na Ag/AgCl elektrodu. Pojava strujnog vrha Al posljedica je oksidacije imidazolnog
prstera histidina u dipeptidu. Adsorpcija okgiginog oblika Ekarnozina ispitanajuzastopnim
snimanjem voltamograma2GUDYHQD VX ezZuldtHIU driRadddi nédicild.29. Na
diferencijainon SXOVQRP YROWDPRJUDPX PR&AH VH YLGMHWL GD M
VOMHGHUH PMHUHQMH nerdoRaE dbl &bs&rpelibksjdac)skodsgpoduktaa
SRYUaAaLQX UDGQH HOHNWURGH
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Slika 4.28. Diferencijalni pulsni voltamogram-karnozina ¢ 4 mol dm?®) snimljen na
elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5'mV s
pufer pH = 10 (¢ 9),fotopina Lkarnozina ¢ ).

Slika 4.29.Diferencijalni pulsni voltamogram-karnozina ¢ 4 mol dm®) snimljen na
elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5'mV s
pufer pH = 10 (¢ 7),'otopina Lkarnozina: 1scan( ), 2. scan( ), 3. scan( ).

Slika 430. prikazuje diferencijalni pulsni voltamogram otopinekarnozina ¢ =
“4mol dm?), bakrovog nitratadq “4mol dm?®) i otopine L-karnozina i bakrovog nitrata
X RPMHUX pun@dXivijgiPR]QDpHQ MH YROW BDkaRazlddDsjeguViRiSLQH /
SULSDGDMXULP VWU XBWXLOEBSYWULIK&Bsu $a ref@fentnu elektrodu. Sivom
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LVFUWNDQRP NULYXOMRP R]QDpHQ MH YROWDPRJUDP RWI
oksidacijska strujna vrha2 i A3. A2 se nalazi na potencijald,a2 = 0,025 V, a A3 na
potencijaluEpas 9 30DYRP LVFUWNDQRP NULYXOMRP-R]QDpHC
histidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1. Na voltamogramu se pojavljuje oksidacijski strujni

vrh kojeg nena na voltamogramu otopine-Karnozina, ali ni na voltamogramu otopine
EDNURYRJ QLWUDWD 7DM VWUXMQL YUK R]QDpHQ V $ SRMI
kompleksu i nalazi se na potencijédghi =- 0,18 V u odnosu na Ag/Ag@lektrodu Za raiku

od kompleksa s 4histidinom, kompleks tkarnozina s bakrom ima oksidacijski strujni vrh
NDUDNWHULVWLPpDQ ]D LPLGD]ROQ IEp& Y032 W QiféddrdddinaH QDO D |
SXOVQRP YROWDPHWULMRP WDNRYHU AVHY XBXRNNBYEIQR GD Q
ionau puferu pH = 10.

Slika 4.30.Diferencijalni pulsni voltamogram otopineKkarnozina ¢ “ mol dm?),
bakrovog nitrataq “4mol dm?) i otopine L-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1
snimljen na elektrodi odtaklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5
mV s?; pufer pH = 10 (¢ 9),/otopina Lkarnozina ( © ), otopina bakrovog nitrata’( 2 ),

kompleks L-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 £ ).

Naslici 4.31. prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram otopinddrnozina ¢ =
“4 mol dm?) i bakrovog nitratad “4 mol dm?®) u omjeru 1:1, 2:1 i 4:1 snimljen na
elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10. Za razliku od diferencijalno pulsnog
voltamograma kompleksa -karnozina i Cé&" omjera 1:1 (siva iscrtkana krivulja), na
YROWDPRJUDPX RPMHUD L QDUDQpDVWD L SODYD N
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NDUDNWHULVWLPpDQ ]D RNVLGDFLMX PHWDOQRJ FEQWUD NI
GUXJL VWUXMQL YUK $ UDVWH SRYHUDQMHP NRQFHQWUDTF

Slika 4.31.Diferencijalni pulsni voltamogram otopineKkarnozina ¢ “mol dm?) i
bakrovog nitrataq “4mol dm?®) u omjeru 1:1, 2:1 i 4:1 snimljen na elektrodi od
staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije elektrode 5 \psfer pH = 10
( + ), kompleks Lkarnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (* ), kompleks Lkarnozina i

bakrovog nitrata u omjeru 2:1(+ ), kompleks Lkarnozina i bakrovogitrata u omjeru 4:1

(=2 )

Naslici 4.32.nalazi se diferencijalni pulsni voltamogram otopine bakrovog nitcata (
“4mol dm?) te otopine kkarnozina ¢ “4+mol dm?) i bakrovog nitrataq “4mol
dnt3) u omjeru 1:1 i 1:2. Diferencijalnoulsni voltamogram otopi bakrovog nitrata pokazuje
dva oksidacijska strujna vrha (A2 i A3). Ako se priredi otopirleatnozina i bakrovog nitrata
jednakih omjera, nema strupnvrhova$ L $ YHUO VH MDYOMDMX VWUXMQL Y
priredi otopirmomjeral:2zaCh SRMDYOMXMH VH QD]J]QDND VWUXMQRJ Y
]JDNOMXpLWL GD MH MHGDQ GLSHSWili@daNDUQR]JLQD VSRVRED
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Slika 4.32.Diferencijalni pulsni voltamogram otopine bakrovog nitrata (  * mol dm?) i
otopine L-karnozina ¢ “4mol dm?) i bakrovog nitrataq “4mol dm?3) u omjeru
1:1i 1:2 snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 10 pri brzini polarizacije
elektrode 5 mV$; pufer pH = 10 (¢ ), /otopina bakrovog nitrata’( * ), kompleks L
karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 { 9, kompleks Lkarnozina i bakrovog nitrata u

omjeru 1:2 ¢2 ).

4.3. UV/VIS mjerenja

89 9,6 PMHUHQMD V @i&kantiEatishy analizyvOv/ahiiMetodom htjelo se
SRWYUGLWL QDVWDMDQMH NRPSOHNVD DOL L SRND]DWL GI

Slika 4.33.XVSRUHYyXMH V S-Higlithhe @ R W-RrBdL @H), bakrovog nitrata
(c > mol dm?) i kompleksa Ehistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1. Spektar L
KLVWLGLQD QHPD SLN X YLGOMLYRP SRGUXpMX 6SHNWDU |
DSVRUEDQFLMH SRV WA728nQ. Spakukanipleksais@livai Q& WD NR Y H U
LPD SLN V QDMYHURP [D=S63BR dri IN@skdL M. B4PprikaPane su otopina
kompleksa Lhistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 i otopindistidina koje se nalaze u

kvarcnoj kiveti volumena 1 cin
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Slika 4.33.Apsorpcijske krivulje khistidina (c -3 mol dm®) u puferu pH = 10,
bakrovog nitratad 3 mol dm?®) u puferu pH = 10 i kompleksathistidina i bakrovog
nitrata u omjeru 1:1; otopina-histidina (* > ), otopina bakrovog nitrata:(+ ), otopina
kompleksa LEhistidina i bakrovogitrata u omjeru 1:1 ¢ 7).

Slika 4.34.0topina kompleksahistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (a), otopina L

histidina (b).
Na slici 4.35.prikazan je spektar-karnozina ¢ -3 mol dm?®), bakrovog nitrata
(c -3 mol dm?®) i kompleksa kkarnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 u puferu pH =
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10. Otopinak NDUQR]LQD LPD VSHNWDU X 89 SRGUXpMX -QD QF

karnozina i bakrovog nitrata omjera 1:1 ima maksimum apsorbancije na 603 nm.

Slika 4.35.Apsorxijske krivulje L-karnozina ¢ 3 mol dm?®) u puferu pH = 10,
bakrovog nitrataq 3 mol dm®) u puferu pH = 10 i kompleksakarnozina i bakrovog
nitrata u omjeru 1:1; otopinakarnozina ¢ > ), otopina bakovog nitrata( ), otopina

kompleksa L-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 ©).

Naslici 435. XVSRUHYHQL VX VSHNW DBHistiRAY RoGkr@ydty mitidatB SOHN V
omjera 1:1 te otopine kompleksakarnozina i bakrovog nitrata omjera 1:1. Kompleks s
histidinom ima maksimum apsorbancije na 632 nm, a kompleks s karnozinom pa 603
nm. Osim NVWUXPHQWDOQRP GHWHNFLMRP ODNR n&sktililPRJIX L
kompleksaSlika 4.36 prikazuje kvarcne kivete u kojima se nalaze uzorci za UV/VIS mjerenje.
Otopine kompleksa4karnozina i bakrovog nitrata omjera 1:1 tamnija je od otopine kdesale

L-histidina i bakrovog nitrata omjeru 1:1.
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Slika 4.35. Apsorpcijske krivulje khistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 te L
karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1; otopina komplekkastidina i bakrovog nitrata

uomjeru 1:1 ¢ # ), otopinakompleksa Ekarnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 9.

Slika 4.36.Otopina kompleksa-karnozina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (a); otopina

kompleksa Lhistidina i bakrovog nitrata u omjeru 1:1 (b).
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5. =$./-8y8%.

$PL QRN L Val@rlLiQhistidin te dipeptid kkarnozin spojevislRG YHOLNH YDAaQR\
ljudskomorganizmu. ENDUQR]JLQ L]JPHYyX RVWDORJ ¥X®RNHO BN R RLi X
elektrokenijskih i UV/VIS mjerenjaispitanoH VW Y D U D Q M4dlaNiR, R-Ri€tidind M_D
karnoziras bakrom u puferu pH = 10.

Potenciometrijske titracije pokazale su nastajanje kompleksigtidina i L-karnozina s
bakromX SXIHUX S+ SUHPD XWUR&GHQRP YROXPHQX WLWUDC

Prema rezultatima RELYHQLP FLNOLpNRRIaNiR Chgtialia HMkarhovilR P
nisu elektroaktivne vrste. U puferu pH = 10 nastaju kompleksstidina i L-karnozina s Cti

ionom u omjerul:1.

Diferencijalna pulsna voltametrija je osjetljivija metoda kojom se wsftn da su
L-histidiniL-NDUQR]JLQ HOHNWURDNWLYQL 7DNRYVHustdiria SRWY UG

L-karnozina s bakrom omjerul:1 u puferu pH = 10.

UV/NVIS mjerenja VX WDNRYHWBSRWIMOQ®M UD]Chispdiw LK NRPSO|

karnozinas bakrom.

L-karnozin kao i L-histidin, kompleksirgu s Cu?* ionom prekaimidazolnog prstena, dok

-alanin ne stvara komplekse s bakrom pri pH = 10.
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