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1. UvoD

Salvia officinalis L. (kadulja) je ljekovita i aromati¢na biljka koja se dugi niz godina koristi u
tradicionalnoj medicini za lijeCenje raznih upala i bolesti (Maliki i sur., 2021). Najéesée se
upotrebljava u obliku biljne infuzija, odnosno ¢aja. Caj od kadulje dobiva se od osugenih listova
biljke, a terapeutski ucinci ¢aja potjecu od listova ljekovite biljke koji sadrzavaju znacajne
koli¢ine bioaktivnih spojeva kao $to su polifenoli. Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji
u svojoj strukturi sadrze jedan ili viSe fenolnih prstenova. Polifenoli su snazni antioksidansi koji
imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala. Najznacajniji polifenoli u ¢aju od kadulje su
flavonoidi i fenolne kiseline. Od flavonoida u najvec¢im je koncentracijama prisutan (+)-katehin,
a od fenolnih kiselina, hidroksicimetna kafeinska i feruli¢na kiselina (Jakovljevi¢ i sur., 2019.;

Boufadi i sur., 2020.).

Za karakterizaciju odnosno identifikaciju i kvantifikaciju navedenih polifenola iz razli¢itih
biljnih materijala razvijene su razliCite tehnike kao Sto su spektrofotometrijske,
kromatografske te elektrokemijske. Danas se sve vise koriste elektrokemijske voltametrijske
tehnike jer su brze, precizne i ekonomiéne (Hoyos-Arbeldez i sur., 2016.). Ciklicka,
pravokutnovalna i diferencijalna pulsna voltametrija jedne su od najprimjenjivanijih
elektrokemijskih tehnika za karakterizaciju polifenola. Voltametrijske tehnike temelje se na
mjerenju strujnog odziva, odnosno elektricne struje, koja nastaje kao posljedica

elektrokemijske reakcije na povrsini radne elektrode.

Ciklicka voltametrija sastoji se od linearnog skeniranja potencijala stacionarne radne elektrode
u elektrolitnoj otopini pri ¢emu se dobije cikli¢ki voltamogram. Cikli¢ki volamogram je graficki
prikaz strujnog odziva ciklicke voltametrije koji je prikladan za kvantitativnu analizu i

odredivanje kinetickih parametara elektrokemijskih reakcija (Hoyos-Arbeldez i sur., 2016.).

Pravokutnovalna voltametrija je jedna je od najnaprednijih voltametrijskih tehnika koju
karakterizira velika brzina polarizacije i visoka osjetljivost. Pogodna je za karakterizaciju
elektroaktivnih tvari i za ispitivanje mehanizama i kinetike elektrokemijskih reakcija. U
pravokutnovalnoj voltametriji struja se mjeri dvaput tijekom svakog pravokutnog ciklusa,
mjeri se na kraju trajanja anodnih i na kraju trajanja katodnih naizmjeni¢nih pravokutnih

pulseva (Tomac, 2016.; Cizmek, 2018.).
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Cilj ovog diplomskog rada bio je primijeniti dvije voltametrijske tehnike, ciklicku i
pravokutnovalnu voltametriju, za karakterizaciju (+)-katehina, kafeinske i ferulicne kiseline iz

Caja od kadulje.
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2.1. CAJOD KADULIE

Caj i proizvodi na bazi ¢aja popularna su pica koja se konzumiraju irom svijeta zbog
karakteristicnog okusa, mirisa i brojnih pozitivnih u¢inaka na zdravlje. Za pripravu biljnog ¢aja
mogu se koristiti listovi, cvjetovi, sjemenke, kore i plodovi ljekovitih i aromati¢nih biljaka poput
Salvia officinalis L. Caj od kadulje je biljna infuzija koji se dobiva vodenom ekstrakcijom
osusenih listova biljke, koji se preliju kipu¢éom vodom s ciljem izdvajanja aktivnih komponenti.
Caj je bogatog okusa i mirisa te ima moguce antioksidativno, antimikrobno i protuupalno

djelovanje (Alasalvar i Cam, 2019.).
2.1.1. Kadulja (Salvia officinalis L.)

Kadulja (Salvia officinalis L.) (Slika 1.) je viSegodiSnja vazdazelena biljka iz porodice
Labiatae/Lamiaceae. Potjece s podrucja Mediterana i Bliskog istoka, no danas je zbog svoje
aromaticnosti i ljekovitih svojstava rasprostranjena diljem svijeta, posebice u Sjevernoj
Americi i Europi (Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2016.). Salvia officinalis L. nalazi se u suhim
kamenitim, vapnenackim tlimaili uz rubove borovih Suma, korita rijeka ili uz puteve (Kamiloglu
i sur., 2016.). Raste u polugrm visine 50 — 110 cm i sastoji se od drvenaste stabljike iz koje

izbijaju grancice sa sivo dlakavim listovima i svijetlo ljubi¢astim cvjetovima (Hulina, 2011.).

Slika 1 Salvia officinalis L. (Web 1)
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Klima, nadmorska visina i dostupnost vode vazni su ¢imbenici koji utje€u na kemijski sastav
kadulje. Kemijski sastav kadulje ukljucuje fenolne spojeve (kumarine, flavonoide, tanine),
alkaloide, ugljikohidrate, masne kiseline, terpene/terpenoide, glikozidne derivate,
poliacetilene, steroide, voskove i vitamine A i C (Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2016.; Patenkovic
i sur.,2009.). Fenolni spojevi i terpenoidi su dva glavna sekundarna metabolita kadulje.
Znacajna koli¢ina terpenoida koja je prisutna u cajevima od kadulje, pridonosi moguéem
protektivnom ucinku ( Arceusz i sur., 2013.). Najzastupljeniji fenolni spojevi u kadulji su
fenolne kiseline i flavonoidi. Od fenolnih kiselina u velikoj je koliini zastupljena kafeinska,
feruli¢na, vanilinska, ruzmarinska kiselina te flavonoidi luteolin, apigenin, kvercetin i katehin

(Jakovljevi¢ i sur., 2019.; Boufadi i sur., 2020.).

U tradicionalnoj narodnoj medici kadulja se koristi za lijeCenje blage dispepsije (kao $to su
Zgaravica i nadutost), pretjeranog znojenja, kognitivnih poremedaja povezanih sa starenjem
te za lijeenje razlicitih vrsta bolesti i poremecaja kao $to su napadaji, Cirevi, giht, reumatizam,

upale u grlu i na koZi, vrtoglavice, paralize, proljev i hiperglikemija (Maliki i sur., 2021.).

Ljekovita kadulja ima znacajan sadrzaj bioaktivnih spojeva (polifenolni spojevi, vitamini), Sto
omogucuje njezinu upotrebu u farmaceutskoj, prehrambenoj, kozmetic¢koj, parfumerijskoj
industriji i u proizvodnji biopesticida (Khiya i sur., 2021.). Osim ¢aja, na trzistu se mogu pronadi
razli¢iti proizvodi na bazi kadulje. Neki od znacajnijih proizvoda su med, zacini, eteri¢na ulja,
tinkture, hidrolati, kreme, sapuni, Samponi za kosu te razni farmaceutski proizvodi kao sto su

sprej za usta i sirupi za kasalj.
2.2. POLIFENOLI U KADULII

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti i snazni antioksidansi koji su prisutni u mnogim
biljnim materijalima te se svrstavaju u jednu od najbrojnijih i najrasprostranjenijih skupina
prirodnih spojeva. Do sad je identificirano vise od 8000 fenolnih struktura koji nastaju iz
zajednickog intermedijera fenilalanina ili bliskog pretece, Sikimske kiseline. Prema kemijskoj
strukturi sastoje od jednog ili viSe fenolnih prstenova. Ovisno o broju fenolnih prstenova i
strukturnih elemenata koji ih medusobno povezuju, polifenoli se dijele na fenolne kiseline,

flavonoide, stilbene i lignin (Pandey i Rizvi, 2009.).
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Fenolne kiseline se nalaze u svim biljnim materijalima, a ponajvise u kiselom voéu. Sastoje se
od aromatskog prstena na koji je vezana karboksilna skupina i jednaili viSe hidroksilnih skupina
(Slika 2). Dijele na derivate hidoksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline (Pandey i Rizvi, 2009.).

U fenolne kiseline ubrajaju se feruli¢na, kafeinska, ruzmarinska, vanilinska i galna kiselina.
N
@
Ry

Ry
OH HO 7
R3

0 R,

Slika 2 Kemijska struktura fenolne kiseline (hidroksibenzojeva i hidoksicimetna kiselina)

(Pandey i Rizvi, 2009.)

Flavonoidi su polifenolni spojevi, koji se dijele se na flavonole, flavone flavanone, flavanole,
antocijanine i izoflavone (Slika 3). Najces¢i flavonoidi su (+)-katehin, kvercetin i miricetin

(Pandey i Rizvi, 2009.).

Slika 3 Kemijska struktura flavonoida (Pandey i Rizvi, 2009.)

Polifenoli imaju mogudéa zastitna svojstva za ljudski organizam, te je njihov unos u organizam

od velike vaZznosti zbog blagotvornog utjecaja na zdravlje (Boufadi i sur., 2020.). U ¢aju od
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kadulje nalaze se znacajne koli¢ine polifenola, te prema Pandey i Rizvi (2009.) jedna Salica ¢aja

kadulje sadrzi oko 100 mg polifenola.
2.2.1. (+)-Katehin

(+)-Katehin (trans-3,3,4,5,7-pentahidroksiflavan) je flavonoid koji je zastupljen u raznim
namjernicama kao Sto je caj, vino, ¢okolada, svjeze voce i povrce. U svojoj kemijskoj strukturi
ima kateholnu skupinu u prstenu B, rezorcinolnu skupinu u prstenu A i hidroksilnu skupinu
vezanu za C-3 ugljikov atom u prstenu C. Na Slici 4 prikazana je kemijska struktura (+)-katehina.
A i B prstenovi (+)-katehina nisu konjugirani stoga ionizacija hidroksilnih skupina jednog
prstena ne utjece znacajno na ionizaciju hidroksilnih skupina drugog prstena (Janeiro i Brett,
2004.). Funkcionalne hidroksilne skupine (+)-katehina vezane na prstenaste strukture mogu
elektrokemijski oksidirati. Mehanizam oksidacije (+)- katehina je sloZeni proces koji je ovisan
o pH vrijednostima i odvija se u dva koraka. U prvom koraku se odvija oksidacija kateholne
skupine, a u drugom koraku rezorcinolna skupine. Oksidacija kateholne skupine je reverzibilna
reakcija dok je oksidacija rezorcinolne skupine ireverzibilna reakcija (Janeiro i Brett, 2004.).
Novak i sur. (2009.) navode kako se u brojnim istrazivanjima pokazalo da kateholne skupine u

prstenu B u (+)-katehinima lakse oksidiraju od rezorcinolne skupine u prstenu A.

OH
OH

OH

Slika 4 Kemijska struktura katehina (Janeiro i Brett, 2004.)

(+)- Katehini su vazni sastojci ¢aja, smatraju se vrijednim funkcionalnim sastojkom za pripravu
prehrambenih proizvoda s dodanom vrijednos¢u i za poboljSanje kvalitete prehrambenih

8
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proizvoda. Danas se sve viSe koriste u kozmetickoj industriji jer mogu poboljSati fotostabilnost

i zastiti koZzu od UV zracenja (Yilmaz,2006.; Bae i sur.,2020.).

2.2.2. Kafeinska kiselina

Kafeinska kiseina (3,4-dihidroksicimetna kiselina) (Slika 5.) je prisutna u mnogim vrstama voca,
biljnim ¢ajevima, kavi i sve se vise koristi u proizvodniji lijekova na bazi propolisa (Magnani i
sur., 2014.). U kadulji, kafeinska kiselina je gradevni blok raznih biljnih metabolita od
jednostavnijih monomera do visestrukih kondenzacijskih proizvoda koji daju niz oligomera.
Najzastupljeniji monomer kafeinske kiseline u kadulji su sama kafeinska kiselina i 3-(3,4-
dihidroksifenil) mlije¢na kiselina, a najzastupljeniji dimer kafeinske kiseline je ruZmarinska
kiselina. Kafeinska kiselina zajedno s kina kiselinom ¢ini klorogensku kiselinu. Klorogenska
kiselina se nalazi u mnogim vrstama vocéa i u visokim koncentracijama u kavi, medutim u kadulji

nije zastupljena (Manach i sur., 2004.; Lu i Foo, 2002.).

HO
OH

Slika 5 Kemijska struktura kafeinske kiseline (Magnani i sur., 2014.)

Kafeinska kiselina imam vaznu ulogu u zastiti zdravlja i tretiranju nekih bolesti. Zbog moguceg
antioksidativnog djelovanja danas se sve vise koristi u proizvodnji kozmetike za kozu gdje ima
fotoprotektivnu ulogu, a njezino antimikrobno djelovanje usmjerena je na lijeCenje koZnih
bolesti, kao $to su akne. Kafeinska kiselina zajedno s ferulicnom i p-kumarinskom kiselinom
moze inhibirati rast bakterija kao Sto je E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria

monocytogenes i neke kvasce (Magnani i sur., 2014.).
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2.2.3. Ferulicna kiselina

Ferulicna kiselina (4-hidroksi-3-metoksicimetna kiselina) je bioaktivni spoj koji se ubraja u
skupinu hidoksicimetnih kiselina (Slika 6). Nastaje iz metabolizma fenilalanina i tirozina. Vrlo
je zastupljena u cjelovitim Zitaricama, vocu i povrcu kao Sto je Spinat, persin, grozde, te pivu
(Manachisur., 2004; CheniHo, 1997.; Zdunska i sur., 2018.), a u znacajnim je koncentracijama

prisutna i u kadulji.

HO

Slika 6 Kemijska struktura feruli¢ne kiseline (Ellouze i sur., 2015.)

Ferulicna kiselina ima mogudéi terapeutski ucinak protiv raznih bolesti te se koristi u
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji (Ou i Kwok., 2004.; De Olivera i

sur.,2021.; Zdunska i sur., 2018.).

2.3. ELEKTROKEMUSKE TEHNIKE

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih spojeva moze se provesti pomocu razli¢itih metoda
kao Sto su tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), spektrofotometrijske

metode i elektrokemijske metode (voltametrija).

Spektrofotometrijske metode temelje se na apsorpciji vidljivog i ultraljubi¢astog zraéenja iz

organskih molekula uslijed ¢ega dolazi prijelaza elektrona iz osnovnog u pobudeno energijsko
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stanje. Ove su metode razvijene za procjenu sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i
ukupnih antocijana i primjenjuju se kvantitativne i kvalitativne analize. Kako bi se pojedinacni
polifenoli to¢no kvantificirali i identificirali na spektrofotometru, oni se prvo trebaju razdvojiti
pomocu razli¢itih kromatografskih tehnika, naj¢es¢e HPLC-om (Tsao, 2010.). Spektofotometar
je uredaj s kojim se mjeri neapsorbiranoili propusteno zraenje, a se sastoji od izvora zracenja,
monokromatora i detektora. Svjetlost od izvora zra€enja prolazi kroz kivetu s uzorkom i kroz
referentnu kivetu te zrake dolaze do detektora koji usporeduje njihove intenzitete.
Apsorbancija (A) je logaritam omjera intenziteta ulazne i izlazne zrake odnosno mjera za
koli¢inu apsorbranog svjetla u uzorku na odredenoj valnoj duljini (Pavia i sur., 2001.; Jakobek

Barron, 2017.).

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je instrumentalna metoda za
separaciju, identifikaciju i kvantifikaciju razli¢itih spojeva prisutnih u bilo kojem uzorku koji
posjeduje svojstvo topljivosti u nekom otapalu (Jakobek Barron, 2017.). HPLC sustav sastoji se
od sustava za isporuku otapala, kolone u kojoj se odvajaju spojevi i detektora. Uzorci analita
ubrizgavaju se izravno u teku¢u mobilnu fazu pomocu sustava za ubrizgivanje. Kolona sadrzi
stacionarnu fazu kroz koju se pumpa mobilna faza i dolazi do odvajanja spojeva na temelju
razli¢ite topljivosti koji se potom isporuéuju u detektor. Detektor generira elektronicki
odgovor na odvojene uzorke koje racunalo obraduje i prikazuje kao kromatograme (Du Plessis,
2018.). HPLC metoda je ucinkovitom metoda za odvajanje flavonoida i fenolnih spojeva iz ¢aja
kadulje u kratkom vremenskom periodu. Rezultati istraZivanja su pokazali da je primjenom
UHPLC metode moguce odvajanje flavonoida i fenolnih kiselina u samo 15 minuta

(Zimmermann i sur., 2011.).

Elektrokemijske tehnike su brze, precizne i ekonomicne, idealna su zamjena za
konvencionalne spektrofotometrijske metode. Prednost elektrokemijskih metoda je Sto su
brze, jednostavne i jeftine u odnosu na druge spomenute metode. Hoyos-Arbeldez i sur.
(2016.) navode da u nekim slucajevima elektrokemijske tehnike dopustaju mjerenja u
prisutnosti spojeva koji inace ometaju druge metode, a kao primjer moze posluziti odredivanje
niskih koncentracija organskih kiselina u uzorku u prisutnosti askorbinske kiseline. Takoder,
jedna od prednosti elektrokemijskih tehnika je ta $to omogucuju dobivanje velikog broja

eksperimentalnih podatka (mehanizam oksidacije, reverzibilnost/ireverzibilnost) koji pomazu

11
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u identifikaciji i kvantifikaciji fenolnih spojeva prisutnih u uzorcima. Elektrokemijske tehnike
imaju i sposobnost kvantificiranja polifenolnih spojeva s vrlo niskim granicama detekcije

(Hoyos-Arbelédez i sur., 2016.).

Elektrokemijske metode provode se u elektrokemijskoj ¢eliji u kojoj se nalazi uronjena radna
ili indikatorska elektroda. Na povrsini radne elektrode odvija se elektrokemijska reakcija i kao
posljedica elektrokemijske reakcije nastaje odzivni signal. Razlika elektricnog potencijala
izmedu radne elektrode i elektrolitne otopine pokretacka je sila za elektrokemijsku reakciju
(Mirceski i sur., 2018.). Odzivni signal je analogna elektri¢na veli¢ina (elektricna struja,
elektri¢ni naboj, elektri¢ni napon, frekvencija elektriénog signala), njegovim mjerenjem dobiva
se zZeljeni podatak o ispitivanoj otopini. Najéesce se koristi tro-elektrodni sustav koji se sastoji
od elektrolitne Celije s tri elektrode, radne, pomoéne i referentne elektrode. Pomoéna ili
protuelektroda sluzi za ostvarivanje toka elektri¢ne struje kroz éeliju, dok referentna elektroda
sluzi kao elektroda prema kojoj se regulira pobudni signal ili mjeri odzivni signal. Odzivni signal,
osim Sto nastaje na radnoj elektrodi, moze nastati pod utjecajem signala pobude (elektri¢cne
veli¢ine, kemijske veli¢ine, elektromagnetsko zracenje i promjena temperature) koji se dovodi
na radnu elektrodu elektrolitne ¢elije (Piljac, 2010). Kod voltametrijskih tehnika signal pobude
je elektri¢ni napon, a odzivni signal je elektriéna struja koja se mjeri. U mnogim slu¢ajevima,
primijenjeni potencijal varira ili se struja prati tijekom odredenog vremenskog razdoblja (t).
Prema tome, sve voltametrijske tehnike mogu se opisati kao neka funkcija E, /i t. Voltamogram
je graficki prikaz signala odziva voltametrije. Pokazuje pikove i krivulje koji predstavljaju
razli¢ite redoks procese koji se odvijaju u ispitivanoj otopini odnosno predstavlja ovisnost

struje o elektrodnom potencijalu (Teixeira i sur., 2013.).

Medu nekoliko spomenutih elektrokemijskih voltametrijskih tehnika, najéesée koristene su

ciklicka, pravokutnovalna i diferencijalno pulsna voltametrija.

2.3.1.  Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (engl. Cyclic Voltammetry, CV) najrasirenija je tehnika za dobivanje
kvalitativnih informacija o svojstvima i karakteristikama elektrokemijskih procesa. Daje

znacdajne informacije o elektrokemijskom redoks procesu i kinetici heterogenih reakcija

12
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prijenosa elektrona, kao i o povezanim elektrokemijskim reakcijama (Hoyos-Arbelaez i sur.,
2016.). Eksperimenti se mogu provesti u kratkom vremenskom periodu, a dobiveni cikli¢ki
voltamogrami prikladni su za kvantitativhu analizu i odredivanje kinetickih parametara
(Metikos-Hukovi¢, 2000.). Ciklicka voltametrija sastoji se od linearnog skeniranja potencijala
stacionarne radne elektrode u elektrolitnoj otopini koristenjem valnog oblika trokutastog
potencijala kao $to je prikazano na Slici 7 a). (Hoyos-Arbeldez i sur., 2016.). Signal pobude
radne elektrode mijenja se linearno s vremenom i kada dosegne izabranu vrijednost
potencijala (Es), promijeni se smjer pomaka potencijala. Potencijal se mjeri od zadane pocetne
do konacne vrijednosti i nazad, a za to vrijeme potenciostat mjeri i oCitava jakost struje
stvorene elektrokemijskim redoks procesom (Cizmek, 2018.). Uz pomoé eksperimentalnih
uvjeta kao Sto su koncentracija reaktanta, pH osnovnog elektrolita, temperatura mogu se
nadopuniti podaci dobiveni mijenjanjem granica potencijala i brzine polarizacije ili njezinog

smjera (Metikos-Hukovi¢, 2000.).

a) b)

O+e—> R

] )

E, E——
1 \/ ()

0 , ¢ ' R O+e-

E

—

3

Slika 7. (a) Oblik signala pobude i (b) oblik signala odziva cikli¢ke voltametrije (Cizmek,
2018.)

Ciklickim voltamogramom prikazuje se ovisnost promjene vrijednosti struje radne elektrode o
primijenjenom potencijalu. Iz ciklickog voltamograma se mogu ocitati eksperimentalne
veli¢ine, omjer visine anodne [, i katodne struje /. i razlika potencijala vrhova katodnog (Ec) i
anodnog (E.) pika (Cizmek, 2018.). Na slici 7. b) prikazan je oblik signala odziva ciklicke

voltametrije.
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2.3.2.  Pravokutnovalna voltametrija

Pravokutnovalna voltametrija (engl. Square Wave Voltammetry, SWV) diferencijalna je
tehnika velike brzine polarizacije s izmjeni¢nim naponskim pravokutnim signalom pobude koji
je superponiran na stepenasto rastudi ili padajuci istosmjerni napon. Slika 8 prikazuje tipi¢ni
pobudni signal za SWV, gdje se struja mjeri dvaput tijekom svakog pravokutnog ciklusa,
jednom pri kraju trajanja anodnih (oksidacijskih) (a) 1) i jednom na kraju trajanja katodnih
(redukcijskih) naizmjeni¢nih pravokutnih pulseva (a) 2). Struja odziva (struja celije) u
pravokutnovalnoj voltametriji zapisuje se kao razlika u struji izmedu dva uzastopna pulsa:
A=/~ /5 [r je oznaka za struju anodnog , a /s je oznaka za struju katodnog impulsa.
Pravokutnovalni voltamogam, prikazan na Slici 8 b), sastoji se od tri voltamograma od kojih
jedan prikazuje struju celije oksidacijskog pulsa, drugi redukcijskog pulsa i tredi njihove razlike

(Tomac, 2016.; Cizmek, 2018.).
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Slika 8 (a) Oblik signala pobude i (b) oblik signala odziva pravokutnovalne voltametrije

(Cizmek, 2018.)

Pravokutnovalna voltametrija jedna je od najnaprednijih voltametrijskih tehnika zbog visoke
osjetljivosti i velike brzine mjerenja. Pogodna je za karakterizaciju elektroaktivnih tvari te za

ispitivanje mehanizama i kinetike elektrokemijskih reakcija (Piljac, 2010).
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3.1. ZADATAK RADA
Zadatak ovog diplomskog rada je:

e ispitati utjecaj pH inertnog pufera, brzine polarizacije, visSestruke uzastopne
polarizacije, frekvencije pobudnog signala i koncentracije na elektrokemijska
svojstva najzastupljenih polifenolnih spojeva c¢aja kadulje, (+)-katehina,
ferulicne i kafeinske kiseline i

e ispitati elektrokemijska svojstva ¢aja kadulje primjenom elektrokemijskih

tehnika ciklicke (CV) i pravokutnovalne voltametrije (SWV).

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Kemikalije i priprema otopina

Kemikalije koje su se koristile tijekom izvodenja ovog diplomskog rada su ultraciSta voda,
metanol HPLC ¢istoée, natrijev hidrogenfosfat dihidrat, natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat,

(+)-katehin, kafeinska i feruli¢cna kiselina.

Otopina 0,1 mol L! fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer solution, PBS) pH vrijednosti 4,5,
5,6,7,8,9 pripremljena je od natrijevog hidrogenfosfata dihidrata, natrijevog hidrogenfostata
dodekahidrata i ultraciste vode. Otopina PBS pufera koristila se kao osnovni elektrolit za

provodenje elektrokemijskih tehnika.

(+)-Katehin, kafeinska i feruliéna kiselina koncentracije 3 - 10° mol L pripremljene su u

metanolu HPLC distoce.

3.2.2. Caj od kadulje

Koristen je ¢aj od kadulje (Salvia Officinalis L.) od proizvoda¢a OPG Katarina Speranda (Slika
9). Kadulja je uzgojena po ekoloskim principima na padinama Aljmas planine te je kupljena

preko platforme Solidarne eko grupe Osijek.

Caj od kadulje je pripremljen prema uputi proizvodada, a koja se nalazi na deklaraciji
proizvoda. U 200 mL kipuc¢e vode dodaju se dvije Zlicice kadulje i kuha se uz mijeSanje 3

minute. Caj se poklopi i pusti da odstoji 5 minuta te se nakon toga filtrira.
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Slika 9 Caj kadulje

3.2.3.  Ciklicka i pravokutnovalna voltametrija

Za provedbu voltametrijskih mjerenja koriSten je uredaj potenciostat pAutolab uz primjenu
GPES (General Purpose Electrochemical System) programske podrske, verzija 4.9.005. (Eco
Chemie B. V., Utrecht, Nizozemska). Potenciostat pAutolab (Slika 10) sluZio je za provedbu
mjerenja ciklicke i pravokutnovalne voltametrije te za prikupljanje i analizu elektrokemijskih
podataka. Mjerenja su provedena u staklenoj elektrokemijskoj celiji tro-elektrodnog tipa
(Methrohm, Svicarska) volumena 100 mL (Slika 11), na radnoj elektrodi od staklastog ugljika
(GCE), uz primjenu Ag/AgCl kao referentne elektrode i platinske elektrode kao pomocne

elektrode.
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Slika 10 Potenciostat

Prije provodenja voltametrijskih mjerenja, radna elektroda od staklastog ugljika je mehanicki
i elektrokemijski polirana kako bi se postigli reproducibilni rezultati. Radna elektroda od
staklastog ugljika mehanicki je polirana prahom aluminijevog oksida (promjer ¢estica 0,05 pum)
uz dodatak ultraCiste vode, te je isprana ultracistom vodom i uronjena u elektrokemijsku ¢eliju
u kojoj je 70 mL otopine elektrolita (PBS pufera). Potom je elektroda elektrokemijski polirana
primjenom ciklicke voltametrije (CV) viSestrukom uzastopnom polarizacijom u rasponu

potencijala od -0,2 V do 0,5 Vi brzinom polarizacije od 100 mV/s.
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R —

Slika 11 Tro-elektrodni sustav

Elektrokemijska svojstva (+)-katehina, kafeinske kiseline, feruli¢ne kiseline iz ¢aja kadulje
ispitana su ciklickom (CV) i pravokutnovalnom voltametrijom (SWV). Nabrojanim
elektrokemijskim tehnikama ispitan je utjecaj sljedeéih eksperimentalnih uvjeta na

elektrokemijska svojstva (+)-katehina, kafeinske kiseline, ferulicne kiseline i ¢aja kadulje :

e utjecaj pH otopine osnovnog elektrolita, fosfatni pufer (PBS), ¢ = 0,1 mol L%, u rasponu
odpH4,5-9,

e utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije,

e utjecaj brzine polarizacije pobudnog signala kod CV: 25, 50, 75, 100, 125 mV s>

e utjecaj frekvencija pobudnog signala kod SWV: 50, 100 Hz i

e utjecaj koncentracije (+)-katehina, kafeinske i feruli¢ne kiseline.

Karakterizacija (+)-katehina, kafeinske i ferulicne kiseline provedena je u uzorku ¢aja kadulje,
koji je za potrebe mjerenja razrjedivan otopinom fosfatnog pufera 0,1 mol L'}, pH 7,0; 70 puta
(DF=70). S ciljem identifikacije (+)-katehina, kafeinske i ferulicne kiseline u uzorku ¢aja od

kadulje provedeno je obogadivanje uzoraka s navedenim polifenolnim spojevima primjenom
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pravokutnovalne voltametrije. Nadalje, s ciljem kvantifikacije kreirane su kalibracijske krivulje
pojedinog polifenolnog spoja primjenom ciklicke i pravokutnovalne voltametrije u rasponu

koncentracijaod 3 - 10°°do 100 - 10 mol L.
Sve elektrokemijske analize provedene su na sobnoj temperaturi od 25°C.

Eksperimentalni uvjeti primijenjeni za elektrokemijsku karakterizaciju polifenola iz ¢aja kadulje
ciklickom voltametrijom prikazani su u Tablici 1, dok su eksperimentalni uvjeti

pravokutnovalne voltametrije prikazani u Tablici 2.

Tablica 1 Eksperimentalni uvjeti za ciklicku voltametriju

Parametar Vrijednost
Pocetni potencijal 0,2V
Konacni potencijal 05V
Brzina polarizacije 0,1V/s

0,02V

Korak potencijala

Tablica 2. Eksperimentalni uvjeti za pravokutnovalnu voltametriju

Parametar Vrijednost
Pocetni potencijal 0,2V
Kona¢ni potencijal 05V

Amplituda 0,05 V/s
Korak potencijala 0,002 v

50 Hz

Frekvencija
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4.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE KATEHINA

4.1.1. pH profil (+)-katehina primjenom ciklicke i pravokutnovalne

voltametrije
2
1,5
B \/‘\\/
=1
)
g 1
i
-3
0,5
0
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pH

Slika 12 Ovisnost pH o struji pika oksidacije (+)-katehina (c =3 - 10> mol L) primjenom

ciklicke voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 1.
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Ip 10-6/ pA

pH

10

Slika 13 Ovisnost pH o struji pika oksidacije (+)-katehina (¢ = 3 - 10> mol L) primjenom

pravokutnovalne voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2.
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4.1.2.
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Slika 14 Pravokutnovalni voltamogram oksidacije (+)-katehina (c = 3 - 10 mol L) snimljen

pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2. (/;- ukupna struja, Ir - anodna struja, Ip - katodna

struja)
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4.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE KAFEINSKE KISELINE

4.2.1. pH profil kafeinske kiseline primjenom ciklicke i pravokutnovalne

voltametrije

pH

Slika 15 Ovisnost pH o struji pika oksidacije kafeinske kiseline (¢ =3 - 10> mol L) primjenom

ciklicke voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 16 Ovisnost pH o struji pika oksidacije kafeinske kiseline (¢ = 3 - 10° mol L'!) primjenom

pravokutnovalne voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2.
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4.2.2. Pravokutnovalna voltametrija kafeinske kiseline

I 1 uA

0.0 ' 0.2 | 0.4
Ep iV vs. Ag/ AgCl

Slika 17 Pravokutnovalni voltamogram oksidacije kafeinske kiseline (¢ =3 - 10° mol L?)
snimljen pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2. (/:- ukupna struja, /s - anodna struja, /-

katodna struja)
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4.3. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE FERULICNE KISELINE

4.3.1.

voltametrije
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pH profil feruli¢ne kiseline primjenom ciklicke i pravokutnovalne

Slika 18 Ovisnost pH o struji pika oksidacije feruliéne kiseline (¢ =3 - 10 mol L) primjenom

ciklicke voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 19 Ovisnost pH o struji pika oksidacije feruli¢ne kiseline (c =3 - 10 mol L) primjenom

pravokutnovalne voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2.
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4.3.2. Pravokutnovalna voltametrija feruli¢ne kiseline
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Slika 20 Pravokutnovalni voltamogram oksidacije feruliéne kiseline (¢ = 3 - 10 mol L)
snimljen pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2. (/- ukupna struja, Is - anodna struja, I»-

katodna struja)
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4.4.

KALIBRACHSKE KRIVULJE POLIFENOLA
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Slika 21 Kalibracijska krivulja oksidacije (+)-katehina kiseline dobivena primjenom

pravokutnovalne voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2.
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Slika 22 Kalibracijska krivulja oksidacije kafeinske kiseline dobivena primjenom

pravokutnovalne voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 1.
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Slika 23 Kalibracijska krivulja oksidacije feruli¢ne kiseline dobivena primjenom

pravokutnovalne voltametrije pri eksperimentalnim uvjetima iz Tablice 2.
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4.5. ELEKTOKEMIJSKO PONASANJE CAJA KADULJE
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Slika 24 Pravokutnovalni voltamogram oksidacije ¢aja kadulje (DF= 70) u osnovnom

elektrolitu 0,1 mol L** fosfatnom puferu pH 7 snimljenim pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.

(/t- ukupna struja, Ir - anodna struja, /- katodna struja)
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Slika 25 Visestruka uzastopna polarizacija oksidacije ¢aja kadulje (DF=70) u osnovnom

elektrolitnom 0,1 mol L' fosfathom puferu pH 7 snimljena pravokutnovalnom voltametrijom

pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.

(- prva polarizacija, - - - druga polarizacija, ... treéa polarizacija)
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4.5.1. Identifikacija polifenolnih spojeva u uzroku ¢aja od kadulje

0.0 . 0.2 ‘ 04 I 0.6 ' 0.8 I 1.0
E/Vvs. Ag/ AgCl

Slika 26 Obogacivanje uzorka ¢aja kadulje (- - -) (+)-katehinom (—) snimljeno

pravokutnovalnom voltametrijom pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.

12 4

10

Ep 'V vs. Ag / AgCI

Slika 27 Obogacivanje uzorka ¢aja kadulje (- - -) kafeinskom kiselinom (—) snimljeno

pravokutnovalnom voltametrijom pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.
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0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
E IV vs. Ag/ AgCl

Slika 28 Obogacivanje uzorka ¢aja kadulje (- - -) ferulicnom kiselinom (—) snimljeno

pravokutnovalnom voltametrijom pri mjernim uvjetima iz Tablice 2.

33



5.RASPRAVA



5. RASPRAVA

U ovom diplomskom radu ispitano je elektrokemijsko ponasanje (+)-katehina, feruli¢ne i
kafeinske kiseline u caju kadulje primjenom voltametrijskih tehnika. Karakterizacija (+)-
katehina, feruli¢ne i kafeinske kiseline u uzorku ¢aja kadulje provedena je primjenom ciklicke
i pravokutnovalne votametrije. S ciljem identifikacije i kvantifikacije (+)-katehina, feruli¢ne i
kafeinske kiseline u uzorku ¢aja kadulje ispitan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije,
utjecaj pH vrijednosti osnovnog pufera, utjecaj koncentracije te brzina polarizacije i

frekvencije.

5.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANIJE (+)-KATEHINA

Utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita ispitan je na elektrokemijsko ponasanje standarda
(+)-katehina koncentracije 3 - 10> mol L, primjenom ciklicke i pravokutnovalne voltametrije,
a prikazano na Slikama 12 i 13. Ispitan je utjecaj 0,1 mol L fosfatnog pufera od pH 4,5 do pH
9. Na Slici 12 uocava se da je strujni odziv pri pH 9 nesto visi od strujnih odziva pri ostalim
ispitanim pH vrijednostima. Poveéanje pH vrijednosti povezano je s povecanjem strujnog
odziva i sa smanjujem oksidacijskog potencijala (Janeiro i Brett, 2004.). Na Slici 13 prikazana
je ovisnost pH o struji pika oksidacije (+)-katehina primjenom pravokutnovalne voltametrije i
uocava se da je najvisi strujni odziv pri pH 7 te se kod ostalih pH vrijednosti smanjuje te je

slijedom toga pH 7 izabran za ispitivanje elektrokemijske oksidacije (+)-katehina.

Na Slici 14 prikazan je pravokutnovalni voltamogram oksidacije (+)-katehina, ¢ =3 - 10 mol
L't u 0,1 mol L fosfathom puferu pH=7. 1z pravokutnovalnog voltamograma uocavaju se dva
oksidacijska pika odnosno dva oksidacijska strujna odziva. Prvi strujni odziv je na potencijalu
0,22 V, a drugi na potencijalu 0,6 V. Takoder, uo€ava se i redukcijski strujni odziv koji se javlja
na istom potencijalu kao i prvi oksidacijski strujni odziv. Oksidacijski i redukcijski strujni odziv
na istom potencijalu ukazuju na reverzibilnost reakcije koja se odvija na povrsini radne
elektrode. Druga oksidacijski odziv, pik 2, u (+)-katehinu uvijek pokazuje ireverzibilnost
reakcije. Oksidacija (+)-katehina odvija se uzastopnim mehanizmom (Slika 29) i povezana je s
kateholnim skupinama u prstenu B ¢ija se oksidacija dogada pri vrlo niskim potencijalima koji
odgovaraju prvom piku. Hidroksilne skupine u prstenu B doniraju elektrone i stabiliziraju se

aktivni intermedijeri (Janeiro i Brett, 2004.).
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Slika 29 Mehanizam (+)-katehina (Janeiro i Brett, 2004.)
5.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE KAFEINSKE KISELINE

Utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita, 0,1 mol L™ fosfatnog pufera u podruéju od pH 4,5
do pH 9, ispitan je na elektrokemijsko ponasanje kafeinske kiseline primjenom ciklicke i
pravokutnovalne voltametrije (Slika 15 i 16). Na Slikama 15 i 16 prikazana je ovisnost pH o
struji pika oksidacije kafeinske kiseline primjenom ciklicke voltametrije i pravokuntovalne
voltametrije. Uodava se da je kod obiju voltametrijskih tehnika najvisi strujni odziv pri pH 5 te
da se kod drugih pH vrijednosti smanjuje. Za ispitivanje elektrokemijske oksidacije kafeinske
kiseline izabran je pH 7 zbog bolje usporedbe s uzorkom ¢&aja kadulje Cije elektrokemijsko

ponasanje je ispitano u pH 7.

Iz pravokutnovalnog voltamograma kafeinske kiseline, ¢ = 3 - 10-5 mol L u 0,1 mol L*
fosfatnog pufera pH 7, prikazanom na Slici 17, vidljiva je pojava jednog oksidacijskog i jednog
redukcijskog strujnog odziva. Oksidacijski i redukcijski strujni odziv nalaze se na istom
potencijalu od 0,21 V Sto ukazuje na reverzibilnost reakcije koja se odvija na povrsini elektrode
od staklastog ugljika. Medutim, Teixeira i sur. (2013) navode kako se kafeinska kiselina
reverzibilno oksidira u otopini pri pH do 5,5 pri éemu nastaje o-kinon. Na pH vrijednostima

veéim od 5,5 o-kinon postaje nestabilan spoj te dolazi do ireverzibilne reakcije.
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5.3. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE FERULICNE KISELINE

Na Slikama 18 i 19 prikazana je ovisnost pH osnovnog elektrolita o struji pika oksidacije
feruliéne kiseline koncentracije 3 - 10° mol L' primjenom ciklicke i pravokuntovalne
voltametrije. Utjecaj je ispitan u 0,1 mol L' fosfatnom puferu pri pH od 4,5 do 9. Iz navedenih
grafickih prikaza pH profila feruli¢ne kiseline uo¢ava se da je najvisi strujni odziv pri pH 4,5 kod
obiju metoda, no zbog bolje usporedbe sa elektrokemijskim ponasanjem uzorka ¢aja kadulje

je odabran pH 7 za daljnje istrazivanje.

Slika 20 prikazuje je pravokutnovalni voltamogram oksidacije feruli¢éne koncentracije 3 - 10°
mol L' u 0,1 mol L fosfatnom puferu pH 7. Na pravokutnovalnom voltamogramu oksidacije
feruli¢ne koncentracije jasno je vidljiva anodna oksidacijska struja s dva izrazena strujna odziva
i katodna redukcijska struja bez izrazenog strujnog odziva. Prvi strujni oksidacijski odziv je na
potencijalu 0,4 V, a drugi na potencijalu 0,51 V. S obzirom da nema izrazenog strujnog
redukcijskog odziva i nema strujnih odziva oksidacije i redukcije na istim potencijalima,
zakljucuje se da se feruli¢na kiselina ireverzibilno oksidira na povrsini elektrode od staklastog

ugljika.
5.4. KALIBRACUSKE KRIVULIJE ISPITANIH POLIFENOLA

Kalibracijske krivulje (+)-katehina, kafeinske i feruli¢ne kiseline kreirane su na osnovi ovisnosti
mnoZinske koncentracije o anodnom strujnom odzivu s ciljem ispitivanja utjecaja
koncentracije na pravokutnovalne voltamograme (+)-katehina, kafeinske i feruli¢ne kiseline
(Slike 21-23). Na Slici 21 prikazana je kalibracijska krivulja (+)-katehina u rasponu koncentracija
od 3 do 50 - 10 mol L. 1z prikazane kalibracijske krivulje uoéava se linearni porast anodnog
oksidacijskog strujnog odziva s povecanjem koncentracije i dobila se Jednadzba linearne
regresije (1):
Ip(pA) = 0,054c(umolL™1) + 1,572 (1)

s koeficijent korelacije 0,9728, granicom detekcije, LOD (eng. limit of detection) = 22,7 umol L°
1 granicom kvantifikacije, LOQ (eng. linit of quantification) = 69 umol L?). Slikama 22 i 23
prikazane su kalibracijske krivulje kafeinske i ferulicne kiseline u rasponu koncentracija od 3 -

10 do 100 - 10®molL™. Uo&ava se linearni porast anodnog oksidacijskog odziva s poveéanjem

koncentracije i dobila se Jednadzba linearne regresije (2) za kafeinsku kiselinu:
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Ip(uA) = 0,0679c(umolL™1) + 4,1922 (2)

s koeficijent korelacije 0,9888 (LOD = 22,7 umol L, LOQ = 69 pmol L) i JednadZba linearne

regresije (3) za feruli¢nu kiselinu:
Ip(pA) = 0,0346¢c(umolL™1) + 2,775 (3)
s koeficijent korelacije 0,9987 (LOD = 7,7 umol L, LOQ = 23,5 umol L1).

5.5. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE POLIFENOLA 1Z UZORKA CAJA OD
KADULJE

Na Slici 24 prikazan je pravokutnovalni voltamogram oksidacije ¢aja kadulje koji je 70 puta
razrijeden (DF=70) u osnovnom elektrolitu 0,1 mol L! fosfatnom puferu pH 7. Iz
pravokutnovalnog voltamograma jasno se uocava jedan oksidacijski i jedan redukcijski strujni
odziv. Oksidacijski strujni odziv izraZen je pri potencijalu od 0,28 V, a redukcijski pri potencijalu
od 0,32 V. S obzirom na malu razliku elektrodnog potencijala mehanizam elektrokemijske

oksidacije uzorka ¢aja smatra se reverzibilnim.

Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na pravokutnovalne voltamograme oksidacije caja
kadulje faktora razrjedenja 70 u osnovnom elektrolitnom 0,1 mol/L fosfatnom puferu pH 7
prikazan je na Slika 25. |z prikaza pravokutnovalnog volamograma uocava se da u drugoj i
trecéoj polarizaciji ¢aja kadulje dolazi do opadanje strujnog oksidacijskog odziva i vidljiv je mali
pomak potencijala prema veéim vrijednostima jer na povrsSini radne elektrode dolazi do
moguceg nastanka oksidacijskih produkata koji otezavaju prolazak uzorka do povrsine radne

elektrode.

Provedeno je obogadivanje uzorka ¢aja s poznatom koncentracijom standarda (+)-katehina,
kafeinske i ferulicne kiseline s ciljem identifikacije navedenih polifenola i potvrde njihove
prisutnost u uzorku. Na Slici 26 prikazan je pravokutnovalni voltamogram uzorka ¢aja (DF=70)
prije i nakon dodatka (+)-katehina koncentracije 3 - 10 mol L. Uodava se znacajni porast
oksidacijskog strujnog odziva uzorka ¢aja nakon dodatka standarda (+)-katehina i vrlo mali
pomak potencijala pika prema vecim vrijednostima. Vrijednost potencijala pika prije dodatka
(+)-katehina iznosi 0,28 V, a nakon dodatka iznosi 0,3 V. Na Slikama 27 i 28 prikazani su
pravokutnovalni voltamogrami uzorka ¢aja (DF= 70) prije i nakon dodatka kafeinske i feruli¢ne

kiseline koncentracije 3 - 10> mol L. Takoder, uocava se porast oksidacijskog strujnog odziva
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i mali pomak potencijala pika prema vec¢im vrijednostima. Ovim ispitivanjem je potvrdena

prisutnost ispitanih polifenola u uzorku ¢aja kadulje.

39



6.ZAKLJUCAK



6. ZAKLJUCAK

Na osnovi dobivenih rezultata ovog diplomskog rada moze se zakljuciti:

o elektrokemijska oksidacija (+)-katehina, kafeinske i ferulicne kiseline ovisna je o
utjecaju pH osnovnog elektrolita,

e mehanizmi elektrokemijske oksidacije (+)-katehina i kafeinske kiseline u pH 7 su
reverzibilni elektrodni procesi, dok je mehanizam elektrokemijske oksidacije feruli¢ne
kiseline u pH 7 ireverzibilni elektrodni proces,

e viSestruka uzastopna polarizacija na pravokutnovalne voltamograme uzorka ¢aja od
kadulje utje¢e na opadanje strujnog odziva i na mali pomak potencijala prema veéim
vrijednostima, $to ukazuje na mogudéi nastanak oksidacijskih produkata na povrsini
radne elektrode,

o identifikacija (+)-katehina, ferulicne i kafeinske kiseline u ¢aju od kadulje provela se
obogadivanjem caja od kadulje s poznatom koncentracijom navedenih polifenola i
dokazala se njihova prisutnost u ¢aju od kadulje (porast oksidacijskog strujnog odziva
nakon dodatka polifenola) i

e obje ispitane voltametrijske tehnike pokazale su se primjenjive za elektrokemijsku

karakterizaciju polifenola iz uzorka ¢aja od kadulje.
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