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1. UVOD 

 

Galna kiselina pripada skupini polifenolnih spojeva te ima snažno antikancerogeno, 

antioksidacijsko, protuupalno i antimutageno djelovanje. Može se naći u medu, hrastovim šiškama 

(cecidijama), mangu, kori hrasta, bobičastom voću te šipku.  

Cilj ovog rada bio je ispitati elektrokemijska svojstva galne kiseline, pronaći najbolji 

senzor (elektrodu) za elektrokemijsku karakterizaciju galne kiseline, pratiti utjecaj pH vrijednosti 

na potencijal i struju oksidacijskog strujnog vrha, odrediti granicu detekcije galne kiseline i 

detektirati galnu kiselinu u realnim uzorcima. 

Pri izvedbi eksperimentalnog dijela rada korištena je diferencijalna pulsna voltametrija. 

U prvom dijelu rada opisana je galna kiselina, njena svojstva, biološka važnost i primjena 

u svakodnevnom životu, te je detaljno opisana korištena tehnika i aparatura koja je potrebna za 

elektrokemijska mjerenja. 

U drugom djelu rada navedeni su uvjeti pri kojima su izvršena elektrokemijska ispitivanja, 

zatim su prikazani dobiveni rezultati i prokomentirana je njihova važnost. 

U zadnjem dijelu rada dan je zaključak koji je proizašao iz dobivenih rezultata mjerenja.   
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2. LITERATURNI PREGLED 

 

2.1. Fenoli 

 

Fenoli su skupina spojeva koji se sastoje od hidroksilne skupine koja je izravno vezana na 

benzenski prsten. U širem smislu se često nazivaju polifenolima te se u prirodi nalaze u većini 

biljaka i biljnih materijala. Nalaze se u sjemenkama, kori drveća, lišću, cvijeću te kori voća. U 

biljkama polifenoli nastaju putem dva biosintetska puta: preko šikimatske kiseline i iz acetata [1]. 

Fenolni spojevi mogu se klasificirati na različite načine s obzirom na broj C-atoma u molekuli. 

Swain i Bate-Smith (1962.) su ih klasificirali kao učestale i manje učestale fenolne spojeve, dok 

ih je Ribereau-Gayon (1972.) grupirao s obzirom na mjesto gdje ih se može pronaći kao npr. u 

biljkama, manje rasprostranjeni, ili pak prisutni u polimerima. Korištenjem Harbone-ove i 

Simmonds-ove klasifikacije fenolni spojevi se dijele na jednostavne fenole (C6), fenolne kiseline 

(C6-C1), acetofenone i fenilacetatne kiseline (C6-C3), cimetnu kiselinu, cimetne aldehide i 

alkohole (C6-C3), kalkone, aurone, flavone, flavonole, antocijanine (C15), betacijanine (C18), 

biflanole (C30), benzofenone, ksantone, stilbene (C6-C1-C6, C6-C2-C6), kinone, itd. [2]. Podjela 

fenola je prikazana na slici 1 [3]. 
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Slika 1. Prikaz struktura fenolnih spojeva i njihova podjela. 

Fenolne kiseline se sastoje od hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline te se mogu naći u 

biljkama u obliku estera i glikozida. One djeluju kao kelirajući agensi i „hvatači“ slobodnih 

radikala kao što su npr. hidroksilni i peroksidni radikali, superoksidni anioni i peroksinitriti. Stoga, 

im je glavna uloga njihova antioksidacijska aktivnost [4]. 

 

2.2. Antioksidansi 

 

Antioksidansi su organski spojevi ili molekule koje sprječavaju oksidaciju molekula ili ju 

mogu značajno usporiti. Oksidacija je kemijska reakcija u kojoj dolazi do prijenosa elektrona sa 

neke tvari na oksidirajuću tvar pri čemu mogu nastati slobodni radikali. Oni mogu započeti lančanu 

reakciju u stanici pri čemu može doći do njenog oštećenja ili čak do uništenja. Na slici 2 je 

shematski prikaz nastanka radikala kao i njihove lančane reakcije [3]. 
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Slika 2. Prikaz lančane reakcije slobodnih radikala i njihovog nastanka [5]. 

 

Antioksidansi doniraju elektron slobodnim radikalima pa oni više nemaju potrebu napadati stanicu 

te se na taj način zaustavlja lančana reakcija oksidacije. U biljnom i životinjskom svijetu postoji 

čitav niz različitih vrsta antioksidansa. Neki od njih su enzimi poput katalaze, superoksid-

dismutaze i glutation-peroksidaze. Ne-enzimatski antioksidansi su beta-karoten, askorbinska 

kiselina (Vitamin C) i alfa-tokoferol (Vitamin E) [6]. Uz pojam antioksidans često se veže pojam 

oksidativni stres. Oksidativni stres je stanje prekomjernog stvaranja slobodnih radikala kisika, pri 

čemu dolazi do gubitka ravnoteže i smanjenja antioksidacijske obrane organizma (slika 3). Sustav 

obrane organizma je u velikoj mjeri uvjetovan primjerenom prehranom, tako da nepravilan režim 

prehrane može dovesti do oksidacijskog stresa. Također, do stanja oksidacijskog stresa može 

dovesti i metabolizam različitih lijekova i toksina [3]. 
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Slika 3. Prikaz nastanka oksidativnog stresa kod stanice [7]. 

 

2.3. Galna kiselina 

 

Galnu kiselinu je 1786. godine otkrio znanstvenik Carl Wilhelm Scheele. Puni naziv joj je 

3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina te ima formulu C6H2(OH)3COOH. To su bezbojni do svijetlo-

žuti kristali molekulske mase 170,12 g mol-1 [3]. Tale se pri temperaturi od 260 °C te se raspadaju 

pri temperaturi između 235 °C i 240 °C pri čemu se oslobađaju CO2 i CO. Galna kiselina je topljiva 

u vodi, alkoholu, glicerolu, i eteru, a ne otapa se u benzenu i kloroformu. Ona je polifenol koji se 

nalazi u biljkama u slobodnom obliku ili u obliku tanina [8]. U svojoj strukturi posjeduje tri 

hidroksilne skupine koje su vezane direktno na benzenski prsten na položajima 3, 4 i 5. Upravo 

takva struktura je zaslužna za njeno snažno antioksidacijsko djelovanje. Poznato je da na 

antioksidacijsku aktivnost fenolnih kiselina utječu broj i položaj hidroksilnih skupina, kao i 

prisutnost nekih drugih funkcionalnih skupina i njihov položaj [9]. Također je poznato da se s 

povećanjem broja hidroksilnih skupina koje su vezane na aromatsku jezgru povećava i 

antioksidacijska aktivnost fenolnih kiselina. Budući da galna kiselina sadrži tri hidroksilne 

skupine, ona posjeduje vrlo visoku antioksidacijsku aktivnost među polifenolnim spojevima. 

Galna kiselina sadrži 4 kisela protona koji imaju različite pKa vrijednosti: 4,0 ( -COOH skupina), 

8,7, 11,4 i >13 ( -OH skupine). Zbog toga su tri hidroksilne skupine, koje su direktno vezane na 
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benzenski prsten, sklone oksidaciji. To rezultira nastankom vodikovog peroksida, kinona i 

semikinona što je prikazano na slici 4.  

 

Slika 4. Prikaz procesa oksidacije galne kiseline pri čemu nastaju semikinonski radikal 

 i kinon [3]. 

 

Galna kiselina se nalazi u čaju, bobičastom voću, grožđu, šiškama hrasta i vinu [10]. 

Primjenu je našla u medicini, farmaciji te kao aditiv koji se dodaje prehrambenim proizvodima. 

Zbog svog snažnog antioksidacijskog djelovanja  predmet je proučavanja znanstvenika dugi niz 

godina [11]. 

Galna kiselina se pokazala kao moćan antioksidans za masti i biljna ulja u studiji koju su 

proveli Golumbic i Mattil [12]. Studija Bajpala i Patila je pokazala primjenu galne kiseline kao 

konzervansa u industriji hrane i pića [13]. Galna kiselina se koristi i u farmakologiji gdje je 

pokazala antikancerogeni učinak u studiji koju su proveli Chia i suradnici [14]. Također je 

pokazala i antitumorski efekt pri liječenju osteosarkoma1 u studiji Lianga i suradnika [15]. U studiji 

koju su proveli Kratz i suradnici pokazano je inhibitorsko djelovanje galne kiseline i pentil-galata 

na Herpes Simplex Virus tip 1 (HSV 1) i Virus humane-imunodeficijencije (HIV) [16]. Jung i 

suradnici su proučavali antiulcerogensko djelovanje galne kiseline, te se pokazalo da korištenje 

100 mg/kg galne kiseline dovodi do inhibicije želučanih lezija u štakorima u iznosu od 40,6 % 

[17]. U studijama provedenim od strane Liu i suradnika te Jayamania i Shanmungama pokazala je 

potencijal u liječenju nekih neurodegenerativnih bolesti kao što su Alzheimerova, Parkinsonova i 

 
1 Osteosarkom je tumor kostiju. 
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Huntingtonova bolest [18]. Neka ostala područja primjene galne kiseline uključuju kožarsku 

industriju gdje se koristi kao kelirajući agens, te u razvoju fotografije što je opisano u studiji 

Beniwala i suradnika [19]. Budući da se široko primjenjuje u prehrambenoj i farmaceutskoj 

industriji, postoji potreba za razvojem analitičkih metoda za njeno određivanje. 

 

2.4. Metode određivanja galne kiseline 

 

Za određivanje galne kiseline koriste se razne analitičke metode koje uključuju 

spektroskopiju, kromatografiju, kemoluminiscenciju sa injektiranjem u protok, te elektrokemijske 

metode.  

 

2.4.1. Spektroskopija 

 

Spektroskopija je grana znanosti koja koristi apsorpciju, emisiju, ili rasipanje 

elektromagnetskog zračenja od strane tvari u svrhu kvalitativnih i kvantitativnih ispitivanja 

materije ili studija fizikalnih procesa. Pojam tvari podrazumijeva atome, molekule, ione atoma ili 

molekula, ili čvrste tvari. Interakcija zračenja s tvari može izazvati prijelaze između energijskih 

stanja atoma ili molekula rezultirajući s tri glavna procesa: apsorpcija, emisija, fluorescencija. 

Svaka molekula ima karakterističan sustav energijskih stanja (nivoa) koja ovise o njenom sastavu 

i strukturi (broju jezgara, broju elektrona, relativnom položaju svih čestica u molekuli). To znači 

da svaka molekula ima karakterističan spektar koji daje informaciju o sastavu, strukturi i 

energijskim nivoima molekule. Galna kiselina ima maksimum apsorpcije pri 272,5 nm sa log ε = 

4,06 [20]. Ova apsorpcija je rezultat sume apsorpcija glavne kromoforne grupe2-benzenskog 

prstena sa tri hidroksilne skupine [21]. Glavna primjena UV-VIS spektroskopije je u određivanju 

ukupnih polifenola. Folin-Ciolcateova metoda je kolorimetrijska metoda koja se temelji na 

prijenosu elektrona između reagensa i polifenola. U takvoj metodi se galna kiselina koristi kao 

 
2 Kromofori su dijelovi molekule koje apsorbiraju zračenje. 
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standard te se rezultat izražava u obliku ekvivalenata galne kiseline [22]. Chaves i suradnici su 

razvili i validirali ovu metodu za određivanje ukupnih polifenola u Guapira graciliflora i 

Pseudobombax marginatum [23]. 

Druga mogućnost kvantifikacije galne kiseline je pomoću infracrvene spektroskopije. Ta 

tehnika se zasniva na interakciji infracrvenog zračenja3 sa tvari. Pri tome dolazi do promjena u 

vibracijskim i rotacijskim stanjima molekula. Budući da svaka molekula ima karakteristične 

vibracije, koje pak ovise o čvrstoćama veza i masama dijelova molekule koji vibriraju, infracrvena 

spektroskopija pruža velike analitičke mogućnosti jer je moguće odrediti od kojih funkcionalnih 

skupina se molekula sastoji. Zbog toga rotacijski ili vibracijski spektar predstavlja na neki način 

„otisak prsta“ neke molekule, te je on karakterističan za pojedinu molekulu.  

Infracrveni spektar galne kiseline je karakteriziran sa nekoliko specifičnih pikova. 

Vijayalakshimi i Ravindhran su identificirali 8 pikova i to na 1022, 1234, 1448, 1622, 1714, 3034, 

3280 i 3365 cm-1, pri čemu je pik na 1714 cm-1 najvažniji jer je on karakterističan za polifenolnu 

skupinu spojeva [24]. Lam i suradnici su pak identificirali karakteristične pikove pri 3492, 3370, 

i 3282 cm-1 koji odgovaraju hidroksilnim skupinama galne kiseline; 2920 cm-1 i 2850 cm-1 koji 

odgovaraju aromatskom istezanju C-H; 1701 cm-1 koji odgovara istezanju karbonilne skupine; te 

pri 1615 cm-1 koji odgovara istezanju C-C veze alkena [25]. 

 

2.4.2. Kromatografija 

 

Kromatografija je tehnika odjeljivanja pri čemu se smjese tvari rastavljaju na svoje 

komponente razdiobom između dvije faze: pokretne i nepokretne. Nepokretnu (stacionarnu) fazu 

čine čvrsta tvar, gel ili tekućina koja ispunjava usku cijev ili je nanesena na neku ravnu plohu, te 

se često naziva sorbens. Pokretnu fazu čini tekućina, plin ili fluid koji prolazi kroz ili uzduž 

nepokretne faze u određenom smjeru. Pokretna faza se često naziva i eluens. Kromatogram koji se 

pri tome dobije predstavlja ispis bilo koje funkcije analizirane tvari u ovisnosti o vremenu ispiranja 

 
3 Infracrveno zračenje je u području valnih brojeva od 14000 – 400 cm-1 
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(eluiranja) ili o volumenu eluensa. Kromatografija služi za odjeljivanje, identifikaciju, te 

kvantitativnu analizu sastojaka prisutnih u složenim smjesama.  

Kod tankoslojne kromatografije razdvajanje smjese na komponente se odvija na temelju 

njihovog različitog afiniteta i raspodjele između mobilne i stacionarne faze. Sharma i suradnici su 

pomoću tankoslojne kromatografije (TLC4) na pločicama od silika gela uspjeli identificirati galnu 

kiselinu i ostale fenolne spojeve [26]. Kao najbolji odabir mobilne faze pokazala se smjesa 

kloroform : etil-acetat : octena kiselina u omjerima 50 : 50 : 1. Za vizualizaciju komponenti smjese 

korišteni su željezov klorid i sumporna kiselina te vanilin. Dharwal i suradnici su razvili i validirali 

metodu za kvantifikaciju galne kiseline pomoću TLC-a u Bergenia ciliata i Bergenia ligulata [27]. 

Mobilna faza je bila smjesa toluen : etil-acetat : metanska kiselina u omjeru 40 : 60 : 10. 

Vizualizacija i detekcija komponenti je učinjena pomoću automatiziranog sustava koji se zove 

HPTLC ( eng. High Performance Thin Layer Chromatography). Ova tehnika je korištena u svrhu 

kvantifikacije galne kiseline u Hygrophila auriculata, Terminalia chebula, Acacia leucophloea i 

Syzygium aromaticum [28-31]. 

Za određivanje galne kiseline u raznim uzorcima koristi se i plinska kromatografija. To je 

tehnika kod koje uzorci za analizu trebaju biti lako hlapljivi te ne smiju isparavati pri 

temperaturama višim od 300 °C. Također, plinska kromatografija je visoko osjetljiva tehnika sa 

niskim granicama detekcije te je vrlo često spregnuta sa spektrometrom masa (GC/MS). Kuskoski 

i suradnici su analizirali fenolne spojeve u guarani (Paullnia cupana) pomoću GC/MS. U tu svrhu 

korištena je kapilarna kolona od taljenog kvarca, pri temperaturi od 300 °C, kao plin nosilac je 

korišten helij sa brzinom protoka od 1 mL/min [32]. GC/MS je također korištena i za određivanje 

fenolnih spojeva, slobodnih šećera i polifenola u mangu (Mangifera indica L.) [33].  

Od svih kromatografskih tehnika, za detekciju i kvantifikaciju galne kiseline se najčešće 

koristi tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC5). Zahvaljujući visokoj 

osjetljivosti, velikoj rezoluciji prilikom separacije sastojaka smjese, prilagodljivosti te analizi 

širokog spektra uzoraka, ova tehnika je postala „zlatni standard“ pri analizi galne kiseline kao i 

većine fenolnih spojeva [34]. Za otapala se najčešće koriste smjese vode i alkohola, uglavnom 

metanola i etanola [35]. Za kolone se najčešće koriste kolone obrnutih faza i to one od 250 mm 

 
4 engl. Thin-layer chromatography 
5 engl. High performance licquid chromatography 
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[36]. Za detekciju komponenata se uglavnom koristi UV-VIS detektor s diodnim nizom i to u 

valnom području od 270-280 nm [37]. 

2.4.3. Elektrokemijske metode 

 

Elektrokemija je grana kemije koja se bavi međusobnim odnosom električnih i kemijskih 

utjecaja. Ona proučava kemijske promjene koje su uzrokovane prolaskom električne struje i 

proizvodnjom električne energije koja je nastala kemijskim reakcijama. Sve elektrokemijske 

metode zahtijevaju najmanje dvije elektrode i otopinu elektrolita koji čine elektrokemijsku ćeliju. 

Jedna od elektroda se naziva indikatorska tj. radna elektroda i ona daje odziv na željeni analit. 

Druga elektroda, koja se naziva referentna, ima konstantan potencijal. Kemijska reakcija se kod 

svih elektrokemijskih metoda odvija na radnoj elektrodi. Posljedica elektrokemijske reakcije je 

analogna električna veličina - tzv. signal odziva, čijim se mjerenjem dobiva željeni analitički ili 

neki drugi podatak o ispitivanoj tvari. Signal odziva može nastati pod utjecajem signala pobude 

(dovodimo ga na radnu elektrodu) ili pak nastaje kao posljedica prisutnosti određene molekulske 

vrste u otopini [38]. Učinkovitost mjerenja u značajnoj mjeri ovisi o materijalu od kojega je 

načinjena elektroda. Odabir elektrode ponajviše ovisi o dva faktora: redoks potencijalu ispitivane 

tvari i pozadinskoj struji u području potencijala koji je potreban za mjerenje. Neki od drugih 

faktora koji utječu na izbor radne elektrode su: dostupnost, električna provodnost, toksičnost, 

mehanička svojstva i dostupan raspon potencijala. Najpopularniji metali za izradu elektroda su 

ugljik, živa i plemeniti metali (Pt i Au) [39]. 

Iako se za određivanje galne kiseline koriste tehnike navedene u poglavlju 2.4.1 i 2.4.2., 

one imaju i mnoge nedostatke kao što su cijena i veličina instrumenata, dugo vrijeme pripreme 

uzoraka za analizu te uporaba toksičnih i skupih reagenasa. Zbog toga se, u zadnje vrijeme, sve 

češće proučavaju elektrokemijske metode budući da su jednostavne za uporabu, cjenovno 

prihvatljive, prijenosne, zahtijevaju minimalnu pripremu uzorka za analizu, visoko su osjetljive, 

te je kraće vrijeme analize. Kako su svi antioksidansi elektroaktivni, elektrokemijske metode se 

sve više izučavaju za određivanje antioksidacijskog kapaciteta i koncentracije ukupnih polifenola 

u hrani i plazmi. Elektrokemijski senzori i biosenzori se primjenjuju za određivanje galne kiseline. 
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Oni su uglavnom razvijeni korištenjem voltametrijskih tehnika kao što su ciklička voltametrija 

(CV) i diferencijalna pulsna voltametrija (DPV) [40]. 

 

2.4.3.1. Voltametrija 

 

Voltametrija je naziv za skupinu elektroanalitičkih tehnika kod kojih se informacija o 

analitu dobiva na način da se mjeri jakost struje (signal odziva) u ovisnosti o električnom naponu 

(signal pobude), ali uz uvjete koji izazivaju polarizaciju indikatorske ili radne elektrode. Naziv 

voltametrija potječe od skraćenice: volt-amper-metrija. Vrste voltametrijskih tehnika su: ciklička, 

diferencijala pulsna, stripping i pravokutnovalna, ali i razne vrste polarografskih tehnika koje se 

od voltametrijskih tehnika razlikuju po tome što radna elektroda ima oblik kapajuće živine 

elektrode. Voltametrijski se sustav sastoji od potenciostata, računala i elektrokemijske ćelije što se 

može vidjeti na slici 5. Uloga potenciostata je pružanje potencijala i mjerenje struje, dok računalo 

pomoću odgovarajućeg programa prikazuje rezultate u obliku voltamograma. Voltamogram 

predstavlja grafički prikaz jakosti struje kao funkcije potencijala između radne i referentne 

elektrode. Voltametrijska ćelija je detaljno opisana u tekstu koji slijedi [38]. 
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Slika 5. Voltametrijski sustav sastoji se od voltametrijske ćelije, 

potenciostata/galvanostata i računala [3]. 

Voltametrijske tehnike karakterizira dobra osjetljivost, široki raspon koncentracijskog 

područja za određivanje organskih i anorganskih analita, široki temperaturni raspon analize6, 

proučavanje kinetike elektroda/analit, mogućnost analize kod raznih otapala, elektrolita i matrica, 

te mogućnost istovremenog određivanja različitih analita. 

Osjetljivost voltametrijskih tehnika se može definirati kao nagib kalibracijske krivulje koja 

se dobije kada se jakost struje prikaže kao funkcija koncentracije analita. Snaga voltametrijskih 

tehnika se najbolje očituje u granicama detekcije (LOD7) koje, kod takvih tehnika, dosežu i 1∙10-9 

mol dm-3. Voltametrijske analize se provode u širokom koncetracijskom rasponu analita od 10-9 

do 10-4 mol dm-3 sa vremenom analize od 35 sekundi [41].   

 

 

2.4.3.2. Voltametrijska ćelija 

 

Voltametrijska ćelija se sastoji od tri elektrode koje su uronjene u otopinu koja sadrži analit 

i inertni elektrolit (Slika 6). Tri elektrode koje se koriste u voltamerijskim mjerenjima su referentna 

(RE8), protuelektroda (CE9) i radna elektroda (WE10). Na radnu elektrodu se dovodi promjenjivi 

potencijal koji se naziva i signal pobude, te ona mijenja svoj potencijal u odnosu na stalan 

potencijal referentne elektrode. Mjeri se struja između radne i protuelektrode. [38] 

Radna elektroda, čiji se potencijal mijenja s vremenom, je elektroda na kojoj se odvija 

elektrokemijska reakcija. Kada dođe do oksidacije ispitivanog analita na radnoj elektrodi, struja 

 
6 Voltametrijske analize se mogu provoditi u rasponu temperature od 25 °C do 40 °C. 
7 engl. Limit of detection 
8 engl. Reference electrode 
9 engl. Counter electrode 
10 engl. Working electrode 
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tada prolazi elektronima kroz vanjski električni krug do protuelektrode gdje se odvija redukcija 

otapala ili neke druge specije koja je prisutna u otopini matriksa. Redukcija analita na radnoj 

elektrodi zahtjeva izvor elektrona odnosno generiranu struju koja putuje od protuelektrode do 

katode [38]. 

 

 

Slika 6. Voltametrijska ćelija koja se sastoji od tri elektrode uronjene u otopinu analita i inertnog 

elektrolita [42]. 

Dimenzije radne elektrode su uobičajeno male (mikro elektrode) kako bi se povećala njena 

sklonost polarizaciji i spriječila razgradnja analita elektrolizom. Kao referentna elektroda se 

najčešće koristi srebro-srebrov klorid (Ag/AgCl) ili zasićena kalomelova elektroda, te je njen 

potencijal stalan tijekom procesa mjerenja. Protuelektroda je najčešće platinska žica te je njena 

uloga zatvaranje strujnog kruga u elektrokemijskoj ćeliji. Potuelektroda je najčešće načinjena od 

materijala koji neće poremetiti rad radne elektrode kao što je npr. platina ili grafit. Elektrokemijska 

ćelija sadrži također i cjevčicu za uvođenje inertnog plina kako bi se uklonio otopljeni kisik te 

osigurala inertna atmosfera [38]. 
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2.4.3.3. Diferencijalna pulsna voltametrija 

 

Diferencijalna pulsna voltametrija je voltametrijska tehnika koja ima karakterističan signal 

pobude. On je ustvari linearno rastući potencijal na kojeg se pridružuju mali kvadratični naponski 

impulsi od 10 mV do 100 mV u vrlo kratkim vremenskim intervalima (od 5 do 100 ms). Drugim 

riječima, radi se o stupnjevitoj promjeni potencijala u ovisnosti o vremenu. Struja ćelije se mjeri 

netom prije primjene naponskog impulsa (I1) i na kraju impulsa (I2) u svakom ciklusu. Signal 

odziva (I) predstavlja razliku izmjerenih vrijednosti struja (I = I2 – I1) te se prikazuje kao funkcija 

potencijala u obliku diferencijalnog pulsnog voltamograma. U području potencijala, u kojemu 

mala promjena potencijala radne elektrode izaziva mjerljivu razliku u struji ćelije, pojaviti će se 

pulsno voltamogramski odziv koji ima oblik vrha. Visina tog strujnog vrha je proporcionalna 

koncentraciji ispitivanog analita. Dakle, niz kratkotrajnih pulseva predstavlja signal pobude, dok 

pojava jednog ili više strujnih pikova predstavlja signal odziva (Slika 7) [43]. 

Ovu tehniku su predložili Barker i Gardner 1958. za elektrokemijsko određivanje 

kemijskih vrsta pri niskim granicama detekcije i kvantifikacije. Zbog visoke osjetljivosti ova 

tehnika zahtjeva korištenje ultra čistih kemikalija i otopina. Kao otapalo se može koristiti voda ali 

i mnoga nevodena otapala čime se omogućuje određivanje i onih molekulskih vrsta koje nisu 

topive u vodi. Osim u analitičke svrhe, ova tehnika se upotrebljava i za karakterizaciju molekularne 

građe elektroaktivnih tvari u otopini. Zbog dugog vremena analize i nemogućnosti razlučivanja 

pripadajućih signala odziva, ova tehnika ponekad nije najbolji izbor za istraživanje složenijih 

sustava [43,44]. 
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Slika 7. Signal pobude i signal odziva kod diferencijalne pulsne voltametrije [45]. 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

 

3.1. Kemikalije i priprava otopina 

 

Kemikalije koje su korištene u ovom radu navedene su u tablici 1. 

 

Tablica 1. Popis kemikalija, molekulskih formula i njihovih proizvođača korištenih u radu.  

Naziv kemikalije Molekulska formula Proizvođač 

Galna kiselina C7H6O5 Alfa Aesar, Njemačka 

Natrijev hidroksid NaOH Kemika, Zagreb 

Klorovodična kiselina HCl Kemika, Zagreb 

Natrijev karbonat Na2CO3 Kemika, Zagreb 

Kalijev hidrogen ftalat C8H5KO4 Prolabo VWR, Leuven, Belgija 

Natrijev dihidrogen fosfat NaH2PO4 Kemika, Zagreb 

Suspenzija α-Al2O3  BASInc, Tokio, Japan 

 

Otopine pufera određenih pH vrijednosti koje su korištene za pripremu ispitivanih otopina 

galne kiseline priređene su u ultračistoj vodi i prikazane u tablici 2. Na slici 8 prikazane su otopine 

galne kiseline i puferi odgovarajućih pH vrijednosti koji su ispitivani u ovom radu. 

 Ishodna otopina galne kiseline (c = 1∙10-2 mol dm-3) dobivena je otapanjem galne kiseline 

u ultračistoj vodi. Otopina galne kiseline željene koncentracije je priređena razrjeđivanjem ishodne 

otopine galne kiseline otopinom pufera odgovarajuće pH vrijednosti neposredno prije mjerenja.  



18 
 

 

Slika 8. Otopine galne kiseline (c = 1∙10-2 mol dm-3) u puferima određenih pH vrijednosti  

(pH = 3,0 (U1), 4,0 (U2), 5,0 (U3), 6,0 (U4), 7,0 (U5), 8,0 (U6), 9,5 (U7)). 

 

Tablica 2. Priređivanje otopine pufera određenih pH vrijednosti. 

pH Pufer 

3,0 C8H5KO4 / HCl 

4,0 C8H5KO4 / HCl 

5,0 C8H5KO4 / NaOH 

6,0 NaH2PO4 / NaOH 

7,0 NaH2PO4 / NaOH 

8,0 NaH2PO4 / NaOH 

9,5 Na2CO3 / NaOH 
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3.2. Elektrokemijska ćelija 

 

Sva elektrokemijska mjerenja su provedena u elektrokemijskoj ćeliji s troelektrodnim 

sustavom smještenoj u Faradayevom kavezu pri sobnoj temperaturi (slika 9). Inertna atmosfera je 

postignuta tako što se sustav propuhivao argonom visoke čistoće Ar 5 (ΦAr  = 99,999 %) prije 

svakog mjerenja u trajanju od 4-5 minuta pri sobnoj temperature (ϴ = ± 25 °C). Ukupan volumen 

ispitivane otopine je iznosio 15 mL. 

 

Slika 9. Prikaz aparature za provedbu elektrokemijskih mjerenja. 
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3.2.1. Radna elektroda 

 

Kao radne elektrode korištene su zlatna elektroda proizvođača ALS, Japan; platinska 

elektroda proizvođača ALS, Japan i elektroda od staklastog ugljika proizvođača ALS, Japan (Slika 

10). Površina elektrode prije svakog mjerenja je polirana suspenzijom α-Al2O3, veličine čestica 

0,05 µm, do zrcalnog sjaja te isprana ultračistom vodom.  

   

 

 

Slika 10. Radne elektrode – zlatna elektroda (A), platinska elektroda (B) i elektroda od 

staklastog ugljika (C). 

 

 

3.2.2. Referentna elektroda 

 

Kao referentna elektroda korištena je Ag/ AgCl elektroda proizvođača ALS, Tokio, Japan 

(Slika 11). Sve vrijednosti potencijala u ovom diplomskom radu dane su u odnosu na potencijal 

Ag/AgCl elektrode, koji iznosi 0,210 V u odnosu na standardnu vodikovu elektrodu ( EAgCl/Ag = 

0,210 V vs. SVE).   
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Slika 11. Referentna elektroda – Ag/ AgCl elektroda (unutrašnji elektrolit je KCl  

(c = 3 mol dm-3) [46]. 

 

3.2.3. Protuelektroda 

 

Kao protuelektroda je korištena platinska žica proizvođača ALS, Japan, duljine 5 cm, kako 

bi se zatvorio strujni krug (slika 12). 

 

 

Slika 12. Protuelektroda – platinska žica [47]. 

 

3.3. Priprava realnih uzoraka 

 

U ovom radu je ispitivano 5 realnih uzoraka (slika 13). Uzorci vina (vino 1 (Cabernet 

Souvignon) i vino 2 (Rose) te liker su pripravljeni na način da je u elektrokemijsku ćeliju stavljeno 

250 µL uzorka i nadopunjeno fosfatnim puferom do ukupnog volumena od 15 mL (slika 14). 
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Uzorci čajeva (čaj 1 i čaj 2) su pripravljeni na način da se 3 g svakog čaja kuhalo u 50 mL 

ultračiste vode na magnetnoj mješalici kroz 15 min. Nakon hlađenja su uzorci profiltrirani. U 

elektrokemijsku ćeliju je stavljeno 250 µL filtrata i nadopunjeno fosfatnim puferom do ukupnog 

volumena od 15 mL (slika 14). Izvedena su tri mjerenja svakog realnog uzorka: 1. mjerenje je bila 

blank otopina (fosfatni pufer), 2. mjerenje je bila otopina 250 µL uzorka i 14,75 mL fosfatnog 

pufera, 3. mjerenje je bila otopina 250 µL uzorka, 14,55 mL fosfatnog pufera i 200 µL standardnog 

dodatka galne kiseline (c = 1·10-2 mol dm-3). 

 

      

   

Slika 13. Istraživani realni uzorci : Uzorak 1 (vino Cabernet Souvignon), Uzorak 2 (vino Rose), 

Uzorak 3 (liker od lokalnih proizvođača), Uzorak 4 (čaj za sreću), Uzorak 5 (čaj od šipka). 
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Slika 14. Otopine ispitivanih realnih uzoraka u fosfatnom puferu pH = 6,0. 

 

3.4. Eksperimentalne tehnike i uvjeti mjerenja 

 

3.4.1. Diferencijalna pulsna voltametrija 

 

Diferencijalna pulsna voltametrija korištena je za ispitivanje oksidacije i adsorpcije galne 

kiseline na površinu zlatne elektrode, za određivanje granice detekcije galne kiseline, za praćenje 

utjecaja pH na potencijal i struju oksidacijskog strujnog vrha galne kiseline te za analizu realnih 

uzoraka. Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni su u otopinama galne kiseline u granicama 

potencijala od – 0,2 V do 1,0 V u odnosu na Ag/AgCl elektrodu u vodenom mediju uz brzinu 

polarizacije elektrode od 5 mVs-1, visinu pulsa 25 mV, širinu pulsa 70 ms i scan increment 5mV. 

Mjerenja su izvedena pomoću PalmSens potenciostata/galvanostata spojenog na računalo, dok je 

za obradu podataka korišten PSTrace softver. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 

4.1. Ispitivanje oksidacije galne kiseline 

 

Na slici 15 prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram galne kiseline (c = 1·10-3 mol 

dm-3) snimljen na zlatnoj elektrodi u fosfatnom puferu (pH = 6,0). Na voltamogramu su vidljiva 

dva oksidacijska strujna vrha (A1 i A2) na potencijalima Ep,a1 = 0,1865 V i Ep,a2 = 0,582 V koji se 

odnose na oksidaciju hidroksilnih skupina galne kiseline. 

 

Slika 15. Diferencijalni pulsni voltamogram galne kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3) snimljen u 

fosfatnom puferu  pH = 6,0 (Ic = 0,1 mol dm-3), pri brzini polarizacije 5 mV/s. 

 

Na slici 16 prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram galne kiseline (c = 1·10-3 mol 

dm-3) snimljen na platinskoj elektrodi u fosfatnom puferu (pH = 6). Na voltamogramu se vide dva 

oksidacijska strujna vrha (A1 i A2) na potencijalima Ep,a1 = 0,3363 V i Ep,a2 = 0,627 V koji se 

odnose na oksidaciju hidroksilnih skupina galne kiseline. 
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Slika 16. Diferencijalni pulsni voltamogram galne kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3) snimljen u 

fosfatnom puferu pH = 6,0 (Ic  = 1·10-3 mol dm-3), pri brzini polarizacije 5 mV/s.  

 

Na slici 17 je prikazan diferencijalni pulsni voltamogram galne kiseline (c = 1·10-3 mol 

dm-3) snimljen na elektrodi od staklastog ugljika u fosfatnom puferu (pH = 6,0). Na voltamogramu 

se mogu vidjeti dva oksidacijska strujna vrha (A1 i A2) na potencijalima Ep,a1 = 0,2108 V i Ep,a2 = 

0,604 V koji se odnose na oksidaciju hidroksilnih skupina galne kiseline. 
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Slika 17. Diferencijalni pulsni voltamogram galne kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3) snimljen u 

fosfatnom puferu pH = 6,0 (Ic = 0,1 mol dm-3), pri brzini polarizacije 5 mV/s. 

Potencijali i struje prvog oksidacijskog strujnog vrha galne kiseline očitani iz diferencijalnih 

pulsnih voltamograma snimljenih na različitim radnim elektrodama (slika 15-17) uspoređeni su u 

tablici 3. 

 

Tablica 3. Usporedba potencijala (Ep,a) i struje (Ip,a) prvog oksidacijskog strujnog vrha galne 

kiseline određenih pomoću tri radne elektrode (zlatna (Au), platinska (Pt) i elektroda od staklastog 

ugljika (GC)). 

Radna elektroda Ep,a / V Ip,a / µA 

Au 0,1865 1,75 

Pt 0,3363 0,92 

GC 0,2108 1,04 
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Iz priloženih voltamograma i tablice može se vidjeti da se galna kiselina oksidirala pri 

najnižem potencijalu na zlatnoj elektrodi, a na toj je elektrodi detektirana i najviša struja 

oksidacijskog strujnog vrha te je iz navedenih razloga zlatna elektroda odabrana kao najbolja 

elektroda za provedbu ostalih mjerenja.  

 

 

4.2. Ispitivanje adsorpcije galne kiseline 

 

Na slici 18 prikazani su uzastopno snimljeni diferencijalni pulsni voltamogrami galne 

kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3) koji su snimljeni na zlatnoj elektrodi u fosfatnom puferu (pH = 6,0). 

Iz slike je vidljivo da uzastopnim snimanjem voltamograma opada visina oba oksidacijska strujna 

vrha galne kiseline što može ukazivati na adsorpciju oksidacijskog produkta galne kiseline na 

površinu zlatne elektrode.  

 

Slika 18. Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni u fosfatnom puferu pH = 6,0 (—)  i u 

otopini galne kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3) u fosfatnom puferu pH = 6,0 (Ic  = 0,1 mol dm-3).  

 (—) 1. scan, (—) 2. scan, (—) 3. scan. 
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4.3. Utjecaj pH 

 

Na slici 19 prikazani su diferencijalni pulsni voltamogrami galne kiseline (c = 1·10-3 mol 

dm-3) snimljeni na zlatnoj elektrodi kao funkcije pH vrijednosti ispitivanih otopina galne kiseline 

u pH području.od pH = 3,0 do pH = 9,5. 

 

Slika 19. Diferencijalni pulsni voltamogrami galne kiseline ( c = 1·10-3 mol dm-3) snimljeni na 

zlatnoj elektrodi kao funkcija promjene pH vrijednosti (pH = (a) 3,0; (b) 4,0; (c) 5,0; (d) 6,0; (e) 

7,0; (f) 8,0; (g) 9,5. 

 

Iz slike 19 je vidljivo da visine anodnih strujnih vrhova rastu do pH = 6,0, a opadaju 

daljnjim porastom pH vrijednosti. Također se može vidjeti kako se s porastom pH vrijednosti 

otopina galne kiseline, vrijednosti potencijala prvog (Ep,a1) i drugog oksidacijskog strujnog vrha 

(Ep,a2) pomiču prema nižim vrijednostima.  

Podaci koji su očitani iz diferencijalnih pulsnih voltamograma galne kiseline sa slike 19 su 

prikazani u tablici 4. 
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Tablica 4. Prikaz vrijednosti potencijala (Ep,a ) i struje (Ip,a) prvog oksidacijskog strujnog vrha 

galne kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3) kao funkcije pH otopina galne kiseline.  

pH Ep,a / V Ip,a / µA 

3,0 0,4516 1,24 

4,0 0,3474 1,21 

5,0 0,2644 1,78 

6,0 0,1885 2,11 

7,0 0,1450 1,71 

8,0 0,1066 1,49 

9,5 0,0691 0,83 

 

 

Na slici 20 prikazana je ovisnost potencijala prvog oksidacijskog strujnog vrha galne 

kiseline o pH. Iz slike se može vidjeti da potencijal anodnog strujnog vrha linearno ovisi o pH u 

ispitivanom pH području (od pH = 3,0 do pH = 9,5), a nagib pravca iznosi 58,5 mV, što ukazuje 

na oksidacijski mehanizam koji uključuje izmjenu istog broja protona i elektrona.  
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Slika 20. Prikaz ovisnosti oksidacijskog potencijala, Ep,a o pH vrijednosti ispitivanih otopina 

galne kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3). 

 

Na slici 21 prikazana je ovisnosti anodnog strujnog vrha o pH vrijednosti ispitivanih 

otopina galne kiseline. Iz slike je vidljivo da visina anodnog strujnog vrha raste do pH ~ 6,0 a 

daljnjim povećanjem pH vrijednosti visina anodnog strujnog vrha počinje opadati. To pokazuje da 

je proces oksidacije galne kiseline najizraženiji oko pH = 6,0. 

 

Slika 21. Prikaz ovisnosti potencijala anodnog strujnog vrha o pH vrijednosti otopine galne 

kiseline (c = 1·10-3 mol dm-3). 
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Oksidacijski mehanizam galne kiseline prikazan je na slici 22. U prvom koraku (prvi oksidacijski 

strujni vrh) dolazi do izmjene jednog elektrona i jednog protona iz 4-OH skupine galne kiseline 

pri čemu nastaje semikinon radikal. U drugom koraku (drugi oksidacijski strujni vrh) dolazi do 

izmjene jednog elektrona i jednog protona iz 5-OH skupine galne kiseline pri čemu nastaje kinon. 

 

 

Slika 22. Oksidacijski mehanizam galne kiseline. 

 

 

4.4. Utjecaj koncentracije 

 

Na slici 23 prikazana je ovisnost struje anodnog strujnog vrha (Ip,a) o koncentraciji galne 

kiseline koja je mjerena pri pH = 6,0. Iz slike je vidljivo da struja oksidacijskog strujnog vrha raste 

sa povećanjem koncentracije (slika 23A) dok je je ta ovisnost linearna u koncentracijskom 

području od 1,0·10-7 mol dm-3 do 6,66·10-5 mol dm-3 (slika 23B). Dobivena je linearna regresijska 

jednadžba, Ip,a = 1,8834 c + 0,1954; sa koeficijentom korelacije R2  = 0,9763 (Ip,a je struja 

oksidacijskog strujnog vrha, a c je koncentracija galne kiseline izražena u 10-3 mol dm-3). 

Eksperimentalno određena granica detekcije galne kiseline (LOD) iznosi 1,0·10-7 mol dm-3.   
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Slika 23. A) Grafički prikaz struje oksidacijskog strujnog vrha (Ip,a) kao funkcije koncentracije 

galne kiseline, B) kalibracijski dijagram galne kiseline. 

 

 

U tablici 5 prikazani su podaci očitani iz dijagrama ovisnosti struje oksidacijskog strujnog 

vrha o koncentraciji galne kiseline prikazanim na slici 23. Podaci koji su zasjenjeni plavom bojom 

pokazuju linearno područje gdje struja oksidacijskog strujnog vrha linearno ovisi o koncentraciji 

galne kiseline i u tom koncentracijskom području do 66,6 µmol dm-3 odvija se adsorpcija 

oksidacijskog produkta galne kiseline na površinu radne elektrode. Pri višim koncentracijama, 

nezasjenjeni podaci u tablici, dolazi do odstupanja od linearnog trenda što se može objasniti 

intenzivnijim interakcijama sa molekulama adsorbiranim na površini elektrode i difuzijskom 

strujom. 
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Tablica 5. Vrijednosti potencijala (Ep,a) i struje (Ip,a) oksidacijskog strujnog vrha otopina galne 

kiseline (n) kao funkcije koncentracije ispitivanih otopina galne kiseline. 

n 𝟏𝟎𝟔 𝒄 (𝒈𝒂𝒍𝒏𝒂 𝒌𝒊𝒔𝒆𝒍𝒊𝒏𝒂)

𝒎𝒐𝒍 𝒅𝒎⁻ᶟ
 

Ep,a / V Ip,a / µA 

1 1160,0 0,1897 1,98 

2 1000,0 0,1843 1,89 

3 833,3 0,1832 1,82 

4 660,0 0,1857 1,44 

5 500,0 0,1830 1,28 

6 330,0 0,1803 0,96 

7 166,0 0,1749 0,63 

8 66,6 0,1736 0,37 

9 50,0 0,1695 0,34 

10 30,0 0,1749 0,22 

11 16,6 0,1722 0,17 

12 6,6 0,1790 0,13 

13 3,3 0,1709 0,11 

14 0,1 0,1682 0,09 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linearna 

ovisnost 
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4.5. Detekcija galne kiseline u realnim uzorcima 

 

Na slikama 24 - 28 prikazani su diferencijalni pulsni voltamogrami 5 istraživanih realnih 

uzoraka. U diferencijalnim pulsnim voltamogramima svih ispitivanih uzoraka uočen je 

oksidacijski strujni vrh galne kiseline oko potencijala 0,25 V, koji je potvrđen dodatkom 250 µL 

galne kiseline c = 1·10-2 mol dm-3 u svaki uzorak. Utvrđeno je da uzorak 3 (liker od lokalnih 

proizvođača) (slika 26) ima najveću količinu galne kiseline (c = 35,6 µmol dm-3) dok najmanju 

količinu galne kiseline (c = 0.4 µmol dm-3) ima uzorak 2 (komercijalno vino Rose) (slika 25). 

 

 

Slika 24. Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine galne kiseline u uzorku 1 – komercijalno 

vino Cabernet Souvignon  (—) i s dodatkom 250 µL galne kiseline (c = 1·10-2 mol dm-3) (—) u 

fosfatnom puferu (pH = 6,0). 
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Slika 25. Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine galne kiseline u uzorku 2 – komercijalno 

vino Rose (—) i s dodatkom 250 µL galne kiseline (c = 1·10-2 mol dm-3) (—) u fosfatnom puferu 

(pH = 6,0). 

 

 

Slika 26. Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine galne kiseline u uzorku 3 – liker od 

lokalnih proizvođača (—) i s dodatkom 250 µL galne kiseline (c = 1·10-2 mol dm-3) (—) u 

fosfatnom puferu (pH = 6). 
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Slika 27. Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine galne kiseline u uzorku 4 – komercijalni 

čaj 1 (—) i s dodatkom 250 µL galne kiseline (c = 1·10-2 mol dm-3) (—) u fosfatnom puferu   

(pH = 6,0). 

 

 

Slika 28. Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine galne kiseline u uzorku 5 – komercijalni 

čaj 2 (—) i s dodatkom 250 µL galne kiseline (c = 1·10-2 mol dm-3) (—) u fosfatnom puferu  

(pH = 6,0). 
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Na slici 29 i u tablici 6 prikazane su koncentracije galne kiseline u svim istraživanim 

realnim uzorcima detektirane diferencijalnom pulsnom voltametrijom.  

 

 

 

Slika 29. Stupčasti dijagrami prikazuju koncentraciju galne kiseline u realnim uzorcima koji su 

određeni diferencijalnom pulsnom voltametrijom. 

 

Tablica 6. Koncentracija galne kiseline u realnim uzorcima koji su određeni diferencijalnom 

pulsnom voltametrijom. 

uzorak c / mol dm-3 

1 1,5 

2 0,4 

3 35,6 

4 8,7 

5 16,3 
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5. ZAKLJUČAK 

 

U ovom diplomskom radu su istraživana elektrokemijska svojstva otopina galne kiseline u 

pH području od 3,0 do 9,5 na zlatnoj elektrodi uporabom diferencijalne pulsne voltametrije te je 

utvrđeno da se galna kiselina oksidira pri navedenim eksperimentalnim uvjetima. Oksidacijski 

mehanizam galne kiseline uključuje dva koraka u kojima se izmjenjuju ukupno dva protona i dva 

elektrona pri čemu nastaje kinon kao krajnji rezultat oksidacije.  

Visina oksidacijskog strujnog vrha galne kiseline je varirala s promjenom pH, a najviša 

vrijednost oksidacijskog strujnog vrha dobivena je pri pH = 6,0 iz čega se može zaključiti da je to 

optimalna pH vrijednost za oksidaciju galne kiseline.  

Uzastopnim snimanjem diferencijalnih pulsnih voltamograma smanjivala se visina 

oksidacijskih strujnih vrhova, što upućuje na adsorpciju produkta oksidacije galne kiseline na 

površinu zlatne elektrode. 

Visina oksidacijskog strujnog vrha povećavala se s povećanjem koncentracije galne 

kiseline. Dobivena je linearna ovisnost struje oksidacijske strujnog vrha o koncentraciji galne 

kiseline u koncentracijskom području od 1,0·10-7 mol dm-3 do 6,66·10-5 mol dm-3. 

Analizom 5 ispitivanih realnih uzoraka dokazano je prisustvo galne kiseline u svakom od 

njih. Najveća koncentracija galne kiseline je detektirana u likeru od lokalnih proizvođača u kojemu 

je njena koncentracija bila 35,6 µmol dm-3. Najmanja koncentracija galne kiseline je detektirana u 

komercijalnom vinu Rose u kojemu je njena koncentracija iznosila 0,4 µmol dm-3. 
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