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Otprilike 80% svjetske populacije trenutno se oslanja na autohtone ili tradicionalne lijekove
kako bi zadovoljili svoje primarne zdravstvene potrebe, §to je dokaz znacajne uloge koju ove
drevne prakse imaju u suvremenom drustvu. Velik dio spomenutih praksi ukljucuje koriStenje
biljnih ekstrakata, cesto pripremljenih u vodenim otopinama, koje se stolje¢ima koriste zbog
svojih prirodnih ljekovitih svojstava. Medu Sirokim rasponom biljnih namirnica koje se koriste
u medicini, biljni lijekovi dobili su najvise paznje i Siroko se primjenjuju u razli¢itim kulturama

(McKay i Blumberg, 2006).

Jedan od najpopularnijih biljnih lijekova je menta (Mentha piperita L.), osobito u obliku biljne
infuzije. Ova aromati¢na biljka tradicionalno se koristi za ublazavanje niza tegoba. Njena
primjena ukljucuje lijeCenje bilijarnih poremecaja, probavnih smetnji, enteritisa, nadutosti,
gastritisa, crijevnih kolika 1 gréeva koji zahvacaju Zu¢ne kanale, zu¢ni mjehur i

gastrointestinalni trakt (McKay i Blumberg, 2006).

Znanstvena zajednica posljednjih godina sve viSe prepoznaje vaznost flavonoida, jedinstvene
klase terapeutskih molekula poznatih po svojim raznovrsnim zdravstvenim koristima. U njih se
ubraja (+)-katehin, sekundarni metabolit biljnog porijekla iz obitelji flavonola koji je opSirno
proucavan zbog svojih farmakoloskih svojstava. Mehanizam oksidacije (+)-katehina je izmjena
jednakog broja elektrona i protona, pri ¢emu nastaje kinon preko semikinonskog meduprodukta

(Ganeshpurhar 1 Saluja, 2020; Suroviec i sur., 2019).

Stoga je cilj ovog diplomskog rada primijeniti tehniku cikli¢ke voltametrije za elektrokemijsku
karakterizaciju (+)-katehina u ¢aju od mente na povrsini radne dijamante elektrode dopirane

borom.
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2.1. Caj od mente

Menta (Mentha piperita L.) je viSegodi$nja biljka koja potjece iz Europe, a sada je njezino
staniSte rasprostranjeno na sjevernim dijelovima SAD-a i Kanade te se uzgaja u mnogim
dijelovima svijeta. S obzirom na to da je menta hibrid pitome metvice (M. spicata L.) i vodene
metvice (M. aquatica L.) (Slika 1), posebno dobro uspijeva na tlima koja imaju visoki kapacitet
zadrZavanja vode. Cijenjena je zbog svog karakteristi¢nog okusa i mirisa. To je jedan od razloga
zbog kojeg se njezini listovi (bilo svjezi ili osuseni) 1 njihovo eteri¢no ulje Siroko koriste u

prehrambenim, kozmetickim i farmaceutskim proizvodima.

Slika 1 Biljka menta i njezini hibridi a) Mentha spicata, b) Mentha aquatica i ¢c) Mentha
piperita (Loolaie i sur., 2017)

Kemijski sastav listova mente 1 eteri€nog ulja ovisi o nekoliko ¢imbenika uklju€ujuci zrelost
biljke, sortu, geografski polozaj i metode obrade. Nepolarna lipidna frakcija listova mente
prvenstveno sadrzi palmitinsku kiselinu (16:0), linolnu kiselinu (18:2) i linolensku kiselinu
(18:3). Eteri¢no ulje mente posebno je bogato hlapljivim spojevima kao $to su mentol (33—60
%), menton (15-32 %) (Slika 2) i dr. Oni ukljucuju primjerice izomenton, 1,8-cineol (poznat i
kao eukaliptol) i limonen. Koncentracija eteri¢nog ulja u listovima iznosi od 1,2 % do 3,9 % po
volumenu, dok infuzija suhih listova zadrzava oko 21 % originalnog sadrzaja ulja (McKay i

Blumberg, 2006).
CH
CH, CHj 3
_e -H+
OH o

HaC CH, H3C CHj

Slika 2 Oksidacijski mehanizam mentola (Lim 1 sur., 2018; Javanshir 1 sur., 2021)
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Istrazivanja o mineralnom sadrzaju listova mente pruzaju detaljniji uvid u odnosu na
istrazivanja koja su se bazirala na vitaminski sastav. Primjerice, svjezi listovi mente iz Brazila
pokazali su znacajne kolicine f-karotena, uz prisutnost drugih karotenoida, klorofila, tokoferola
1 askorbinske kiseline. Suhi listovi mente poznati su po mineralnom sadrzaju koji ukljucuje
glavne elemente poput kalija, kalcija i magnezija, kao i elemente u tragovima kao $to su zeljezo,
mangan, cink, bakar, krom, jod i selen. Kada se ti listovi natope u vruc¢oj vodi, otprilike 8-60%
tih minerala prelazi u €aj. Selen i jod posebno su istaknuti kao najlakSe ekstrahirani minerali,

dok je Zeljezo ipak slabije ekstrahirano (McKay i Blumberg, 2006).

Polifenolni sadrzaj u listovima mente procjenjuje se na oko 19-23 %, ukljucujuci znacajne
koli¢ine npr. ruzmarinske kiseline te uz manje koli¢ine drugih flavonoida. Oko 75% tih
polifenolnih spojeva ucinkovito se ekstrahira u infuziji ¢aja. Sadrzaj salicilne kiseline u
proizvodima od mente pokazuje znaCajne varijacije; rana istrazivanja su prijavljivala visoke
razine, dok su novije analize uz pomo¢ primjene naprednijih instrumentalnih tehnika ipak

pokazale znatno nize koncentracije (McKay i Blumberg, 2006).

Fenolni spojevi nisu ravnomjerno rasporedeni u svim dijelovima biljke, pri ¢emu vanjski slojevi
sadrze znatno vece koncentracije fenola u usporedbi s unutarnjim dijelovima. Primjerice,
mnoga su istrazivanja pokazala da kore voca i povréa imaju znacajno visi sadrzaj fenola nego
njihovo meso (Kujala i sur. 2000). Na mikroskopskoj razini, fenoli vezani za netopive tvari
¢esto su povezani s komponentama stanicne stijenke, dok se topljivi fenoli nalaze unutar
vakuola biljnih stanica. Ti topljivi fenoli mogu se nalaziti kao slobodne fenolne kiseline,
esterificirani s pektinima i arabinoksilanima, ili medusobno povezani s polisaharidima stani¢ne

stijenke u obliku dimera (Naczk i1 Shahidi, 2004).

Rezultati istrazivanja koje su proveli Brown i sur. (2019) su pokazali da listovi mente (Mentha
sp.) imaju snazna antioksidativna svojstva u in vitro ispitivanjima koja se pokazuju kroz njihovu
sposobnost hvatanja slobodnih radikala. Ova sposobnost ima klju¢nu ulogu u neutralizaciji
Stetnih u¢inaka oksidativnog stresa koji moze biti povezan s razvojem mnogih kroni¢nih bolesti,

kao Sto su kardiovaskularne bolesti.

Spojevi koji su odgovorni za ove djelovanje biljke mente i njezinog ¢aja ukljuCuju fenolne
kiseline i flavonoide poznate po svojim protuupalnim i antioksidativnim svojstvima. Ovi
spojevi ne samo da pomazu u sprjeCavanju oksidativnih oStec¢enja, ve¢ takoder pridonose
ukupnom zdravlju. Rezultati ovog istrazivanja naglaSavaju potencijal listova mente i proizvoda

od mente kao vrijednih sastojaka u prehrambenim formulacijama. Njihova upotreba mogla bi



2. TEORIJSKI DIO

unaprijediti prehrambene proizvode i promicati zdravlje, ¢ine¢i ih korisnim dodatkom u
svakodnevnoj prehrani, a isto tako u samoj prehrambenoj industriji. Ovi rezultati takoder
podrzavaju ideju da bi menta mogla igrati klju¢nu ulogu kao prirodni sastojak s brojnim

zdravstvenim prednostima (Brown i sur, 2019; Tahira i sur, 2011).
2.2. (+)-katehin

(+)-katehini su sekundarni biljni metaboliti koji pripadaju grupi flavonoida, prirodnih spojeva
poznatih po svom moguéem zastitnom djelovanju. Ovi spojevi su Siroko rasprostranjeni u
biljnom svijetu, a nalaze se u npr. zelenom i crnom ¢aju, grozdu, luku, jabukama, kakau, povréu
i slicno. Naziv "katehin" dolazi od rije¢i "katehu", koja oznacava supstancu dobivenu iz

ekstrakta biljke Mimosa catechu, poznate po svojoj uporabi u tradicionalnoj medicini.

OH
OH

HO O ‘\\\\\

OH
OH

Slika 3 Kemijska struktura (+)-katehina (Janeiro i Brett 2004)

Strukturno, (+)-katehin sadrzi A, B i C prsten (Slika 3). Na ovim prstenovima se nalaze
hidroksilne skupine, koje su vazne za mehanizam djelovanja (Janeiro i1 Brett, 2004). (+)-
katehini mogu biti prisutni u obliku izomera, §to znaci da molekule mogu biti prostorno razli¢ito
rasporedene. Trans-izomeri poznati su pod nazivom (+)-katehini, dok su cis-izomeri poznati
kao epikatehini. Ovi izomeri mogu imati razli¢ite bioloske ucinke, §to ih ¢ini predmetom

brojnih znanstvenih istrazivanja.

Katehini su privukli veliku paZnju u znanstvenim istrazivanjima zbog svojih potencijalnih
zdravstvenih svojstava. Jedno od najvaznijih svojstava (+)-katehina je njihova sposobnost da
djeluju kao antioksidansi, neutraliziraju slobodne radikale koji potencijalno mogu ostetiti
stanice 1 dovesti do razvoja raznih bolesti, uklju¢ujuéi kardiovaskularne bolesti,
neurodegenerativne poremecaje 1 slicno. Osim toga, katehini mogu posjedovati protuupalna

svojstva, koja dodatno vjerojatno mogu doprinijeti njihovom zastitnom uc¢inku na organizam.
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2.2.1.  Tehnike za karakterizaciju (+)-katehina

Polifenolni spojevi (ukljuc¢ujuci (+)-katehin) se u bioloSkim materijalima mogu identificirati i

kvantificirati pomocu Cetiri skupine instrumentalnih tehnika:

1) tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC),
2) spektroskopskim metodama (UV/VIS, FTIR, MS, NMR),

3) elektroforetskim tehnikama (kapilarna elektroforeza) i

4) elektrokemijskim metodama (ciklicka voltametrija, diferencijalna pulsna voltametrija,

pravokutnovalna voltametrija).

HPLC je instrumentalna tehnika koja se temelji na separaciji pojedinih tvari i niske granice
detekcije. Primarni cilj HPLC metode je odvojiti 1 kvantificirati komponente od interesa
(Bhardwaj 1 sur., 2015). Tako npr. HPLC tehnika koju su predlozili Saito i suradnici (2006)

pokazala se u¢inkovitom za kvantifikaciju katehina i kafeina u zelenom ¢aju.

Spektroskopske metode koje se koriste za karakterizaciju polifenolnih spojeva su
ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija (UV/VIS), infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom (FTIR), masena spektrometrija (MS) 1 nuklearna magnetska rezonancija
(NMR). Ultraljubicasto-vidljiva (UV/VIS) spektrofotometrija je popularna analiticka tehnika
koja se koristi za mjerenje koncentracije analita, detekcijom apsorpcije svjetlosti unutar raspona
valnih duljina od 190-1000 nm. Ova tehnika je Cesto tehnika od izbora jer je ekonomicna,
jednostavne uporabe te pruZza moguénost kvantitativnih podataka. Temelj UV/VIS

spektrofotometrije je Beer—Lambertov zakon (Shard i sur., 2019).

Nadalje, Shen 1 suradnici (2006) razvili su metodu koriStenjem tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti spregnute s masenom spektrometrijom s ionizacijom (LC/ESI-MS) za
odabrano pracenje iona za detekciju katehina u ljekovitoj biljci Acacia catechu. Autori isticu
da je njihovo istrazivanje prva kvantitativna analiza svih glavnih katehina u mesu 1 li§¢u Acacia

catechu.

Elektrokemija je grana kemije koja se bavi odnosom izmedu elektri¢nih i kemijskih procesa,
odnosno proucava kako elektri¢na struja uzrokuje kemijske promjene i kako kemijske reakcije
stvaraju elektricnu energiju. Glavni naglasak je na primjeni elektrokemijskih metoda za
proucavanje elektrokemijskog sustava. Razumijevanje reakcija na povrSini elektroda 1
elektri¢nih svojstava elektroda-otopina osnovno je za primjenu elektrokemijskih metoda (Bard

1 Faulkner, 2001).
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Tipi¢na oprema za izvodenje elektrokemijskog mjerenja sastoji se od jednostavnog clanka
(¢elije) s tri elektrode: radnom, pomoc¢nom i referentnom, koje su uronjene u posudicu s
elektrolitom. Potenciostat je kompjutorski kontroliran uredaj. Najces¢e se za elektrokemijska
mjerenja primjenjuju pravokutnovalna voltametrija, diferencijalna pulsna voltametrija i

ciklicka voltametrija.

Pravokutnovalna voltametrija (SWV) je sofisticirana voltametrijska tehnika. U SWV, struja se
mjeri na kraju svakog pulsa, te se na pravokutnovalnom voltamogramu prikazuje ukupna struja
koja se moze razdvojiti na anodnu i katodnu, $to je ujedno i prednost ove tehnike. Stoga SWV
daje uvid u mehanizam reakcije, a Cesto je metoda od odabira jer je brza (Mireceski i sur.,

2018).

Nadalje, diferencijalna pulsna voltametrija primjenjuje se za kvantifikaciju sadrzaja zbog svoje

visoke osjetljivosti (niska granica detekcije).
2.3. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (CV) jedna je od najzastupljenijih elektroanalitickih tehnika za
prou¢avanje elektroaktivnih spojeva i reakcija. Cesto je prvi odabir koji se provodi u
elektrokemijskom istrazivanju nekog nepoznatog spoja, bioloSkog materijala ili ispitivanju

modificirane povrSine elektrode.

Ciklicki voltamogram dobije se mjerenjem struje na radnoj elektrodi tijekom polarizacije u
odredenom rasponu potencijala. Iz ciklickog voltamograma mogu se i§¢itati podaci kao $to su
struja pika (Ip), potencijal pika (Ep), reverzibilni potencijal (Erv) 1 potencijal na polovici pika

(E12) (Parker, 1986).

Elektrokemijsku reverzibilnu reakciju karakterizira brza izmjena elektrona izmedu redoks vrsta
1 radne elektrode. Formalni redukcijski potencijal za reverzibilan par smjeSten je izmedu
anodnog 1 katodnog potencijala pika. Broj elektrona koji se prenose u reakciji moze se odrediti
iz razlike izmedu potencijala pikova. Za reverzibilan sustav, razlika izmedu anodnog 1 katodnog

potencijala pika iznosi oko 0,059 V.

Ireverzibilnost u elektrokemijskim sustavima uzrokovana je sporom izmjenom elektrona
izmedu redoks vrsta 1 radne elektrode Sto dovodi do vecih razlika izmedu potencijala pikova od

ocekivanih za reverzibilan sustav (vise od 0,059V).

Jedna od primjena voltametrijskih tehnika na realan sustav je i istraZivanje koje su proveli

Maoela i suradnici (2009) po prvi put otkriva prisutnost (+)-katehina u etil-acetatnim
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ekstraktima C. mellei 1 C. quadrifidus primjenom cikli¢ke i pravokutnovalne voltametrije.
Prisutnost (+)-katehina u etil-acetatnim ekstraktima C. mellei i C. quadrifidus dodatno je
potvrdena HPLC, UV-VIS i FT-IR spektroskopijom. Autori isti¢u da identifikacija (+)-katehina
u ovim biljkama moZe pomo¢i objasniti razloge potencijalnih ljekovitih svojstava (+)-katehina

iz istrazivanih biljki.
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3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog diplomskog rada je:

e ispitati elektrokemijski mehanizam oksidacije (+)-katehina primjenom ciklicke
voltametrije na povrsini radne dijamante elektrode dopirane borom i
e ispitati utjecaj pH osnovnog elektrolita, brzine polarizacije, viSestruke uzastopne

polarizacije 1 koncentracije na elektrokemijska svojstva (+)-katehina i ¢aja od mente.
3.2. MATERIJALI I METODE

3.2.1.  Priprema standarda i osnovnog elektrolita

Za pripravu standarda u ovom diplomskog radu koristio se (+)-katehin (>96% (HPLC c¢istoce,
Sigma Aldrich) koji se otopio u 100% metanolu. Radne koncentracije standarda (+)-katehina
pripremile su se u odredenom volumenu osnovnog elektrolita. Pripravljeni standard (+)-
katehina (stock otopina) cuvao se zastien od svjetla na temperaturi hladnjaka (+4 °C). Kao
osnovni elektrolit koristio se 0,1 M fosfatni pufer pripravljen u rasponu pH vrijednosti od 3 do

7. Za pripravu osnovnog elektrolita koristila se dvostruko destilirana voda.

3.2.2.  Priprava ¢aja od mente

Cajevi koji su se koristili u diplomskom radu su ¢ajevi od mente dva proizvoda¢a dostupna na
lokalnom trzistu. Otopine €aja su se pripremile prema naputku proizvodaca navedenom na
pakiranju. Vre¢ica €aja prelila se s 200 mL kljucale dvostruko destilirane vode. Zatim se
poklopila i ostavila da stoji 5 minuta uz kontinuirano mijeSanje na magnetskoj mijesalici. Zatim
se Caj filtrirao kroz filter papir 1 ostavio da se hladiti do sobne temperature (25 °C). Za

elektrokemijsku analizu, ¢aj se razrjedivao u odredenom volumenu u osnovnom elektrolitu.

3.2.3. Ciklicka voltametrija

Uredaj; koriSten za provedbu ciklicke voltarimetrije je kompjutorski kontroliran
potenciostat/galvanostat/impedancijski  analizator pStat-1 400 (Metrohm DropSens,
Spanjolska) uz programsku podrsku DropView 8400. Kao radna elektroda koristena je
komercijalna dijamantna elektroda dopirana borom, referentna elektroda srebro/srebro klorid i

pomocna elektroda ugljik.
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Eksperimentalni uvjeti za provodenje elektrokemijskog mjerenja ciklickom voltametrijom

prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1 Eksperimentalni uvjeti za provodenje elektrokemijskog mjerenja ciklickom
voltametrijom

Parametar

Vrijednost

Pocetni potencijal -0,2V
Vertex potencijal 09V
Kona¢ni potencijal | -0,2 V
Korak polarizacije | 0,002 V
Brzina polarizacije | 0,05 V/s

12
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4.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANIJE (+)-KATEHINA
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Slika 4 Cikli¢ki voltamogram 0,1M PBS koji sadrzi 5 mg L! (+)-katehina na dijamantnoj
elektrodi dopiranoj boronom u rasponu pH od 3 do 7 dobivenih prema uvjetima uz Tablice 1
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Slika 5 Ovisnost potencijala pika o pH vrijednosti otopine (+)-katehina

14



4. REZULTATI

1/ pA

2.8

23

18

13

0.8

-0.25

T
B

> /\~/,\—:—/j

5 1 0.15 0.35 0.55

o7 |
E/Vvs. Ag/ AgCl

—10
25
50
75

Slika 6 Cikli¢ki voltamogram (+)-katehina (y = 5 mgL™') u 0,1M PBS pH 4 pri brzinama
polarizacije u rasponu od 10 do 75 mVs™! prema uvjetima iz Tablice 1
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Slika 7 Ovisnost struje pika (+)-katehina (y = 5 mgL") o drugom korijenu brzine polarizacije
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Slika 8 Cikli¢ki voltamogrami (+)-katehina (y = 5 mgL™! ) u 0,1M PBS pH 4 dobiveni
viSestruko uzastopnom polarizacijom
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Slika 9 Kalibracijska krivulja ovisnosti struje pika o masenoj koncentraciji (+)-katehina

16



4. REZULTATI
4.2.

ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE CAJA OD MENTE
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Slika 10 Ciklicki voltamogrami ¢aja od mente 1 (DF=200) u 0,1M PBS pH 4 dobiveni
viSestrukom uzastopnom polarizacijom pri uvjetima iz Tablice 1
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Slika 11 Obogacivanje uzroka ¢aja od mente 1 (DF=200) poznatom koncentracijom (+)-
katehina (3,5, 81 10 mgL™)
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Slika 12 Ciklicki voltamogrami ¢aja od mente 2 (DF=200) u 0,1M PBS pH 4 dobiveni
viSestrukom uzastopnom polarizacijom pri uvjetima iz Tablice 1
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Slika 13 Obogacivanje uzroka ¢aja od mente 2 (DF=200) poznatom koncentracijom (+)-
katehina (3,5, 81 10 mgL™)
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U ovom diplomskom radu istrazena je moguénost primjene ciklicke voltametrije za
karakterizaciju (+)-katehina u uzorcima ¢aja od mente dva komercijalna brenda (¢aj od mente
1 i ¢aj od mente 2). Kao tro-elektrodni sustav predstavljala je radna dijamantna elektroda
dopirana borom, pomoc¢na elektroda od ugljika 1 kao referentna Ag/AgCl dok je osnovni

elektrolit bio 0,1M fosfatni pufer.

5.1. Elektrokemijsko ponaSanje (+)-katehina primjenom ciklicke

voltametrije na dijamantnoj elektrodi dopiranoj borom

Ispitani su utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita, brzine polarizacije, visestruke uzastopne
polarizacije 1 koncentracije (+)-katehina primjenom cikli¢ke voltametrije. Istrazena je 1 realna
primjena odabranih eksperimentalnih uvjeta ciklicke voltametrije na elektrokemijsku

oksidaciju (+)-katehina u uzorcima ¢ajeva od mente 11 2.

S ciljem odredivanja utjecaja pH vrijednosti osnovnog elektrolita (0,1M PBS), ucinjeno je
ispitivanje u podrucju od pH 3 do 7. Na Slici 4 prikazani su ciklicki voltamogrami
(+)-katehina u 0,1M PBS te se uocava da je pH 4 najpogodniji medij za elektrokemijsku

karakterizaciju (+)-katehina u 0,1M PBS na dijamantnoj elektrodi dopiranoj borom.

Na Slici S prikazana je ovisnost elektrodnog potencijala o pH vrijednosti te iz odsjecka krivulje
uocava se da bi elektrodni potencijal (+)-katehina na ovoj vrsti elektrode bio oko 0,514V
(anodna oksidacija) te 0,308V (katodna redukcija). Ovo govori da je elektrokemijska redoks-
reakcija (+)-katehina u 0,1M PBS pH ovisna reakcija.

Nadalje s ciljem pronalaska najpogodnije brzine polarizacije u 0,1M fosfatnom puferu pH 4
ucinjeno je ispitivanje brzine polarizacije u rasponu od 10, 25, 50 do 75 mVs'. Kao
najpogodnija brzina polarizacije za (+)-katehin u ovom sustavu pokazala se brzina od
50 mVs! (Slika 6) te je odabrana za nastavak elektrokemijskog ispitivanja. Iz Slike 7 uo¢ava
se da porastom brzine polarizacije se povecava i drugi korijen brzine polarizacije porastom
anodne i opadanjem katodne struje $to govori da je reakcija difuzijski ovisna (Janeiro i Brett,

2004; Namazian i Zare, 2005).

Slijedece, ispitan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije (+)-katehina u 0,1M PBS pH 4 te
se 1z prikazanih cikli¢kih voltamograma uocava opadanje anodne struje i pomicanje
elektrodnog potencijala prema visim vrijednostima u oba dva pika druge i trece polarizacije §to
govori da se na povrsini elektrode stvaraju oksidacijski produkti ili produkt te ometaju prolazak
elektroaktivne tvari iz otopine prema povrsini elektrode (Slika 8). Razlog tomu je §to se (+)-

katehin snazno adsorbira na povrSinu elektrode i krajnji produkt oksidacije nije elektroaktivna
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tvar te kao takva blokira povrsSinu elektrode (Janeiro i Brett, 2004). Takoder, prvi oksidacijski
pik na potencijalu od oko 0,2V vjerojatno je oksidacija kateholnog B-prstena koji se najlakse
oksidira dok drugi pik bi bio posljedica oksidacije rezorcinolnog A-prstena. Nadalje, iz izgleda
ciklickog voltamograma (+)-katehina uoCava se da je drugi pik ireverzibilan (odsustvo

katodnog pika).

Zatim je ispitan utjecaj koncentracije (+)-katehina u 0,1M PBS pH 4 u rasponu koncentracija
od 3 do 12 mgL"! s ciljem kvantifikacije u uzorcima ¢aja od mente 1 i 2. Na osnovi struje pika
u ovisnosti 0 masenoj koncentraciji kreiran je kalibracijski pravac (+)-katehina te je prikazana
na Slici 9 (Bagalkoti i sur., 2017). Na Slici 9 se uocava linearni porast strujnog odziva

povecanjem koncentracije (+)-katehina te je dobivena slijede¢a Jednadzba pravca 1:

I,(uA) = 0,0367 y(mgL™") + 0,202 (1)
Koeficijent korelacije (R*) iznosi 0,9714. Odredene su granica detekcije (LOD) koja iznosi
18,31 mgL! i granica kvantifikacije (LOQ) koja iznosi 60,4 mgL™.

Kemijska struktura (+)-katehina sadrzi kateholnu grupu na B-prstenu i rezorcinolnu na A-
prstenu te sadrzi jo§ i OH skupinu u C-prstenu na C-3. Mehanizam oksidacije (+)-katehina
prema, Janeiro i Brett (2004), temelji se na izmjeni jednakog broja protona i elektrona te (+)-

katehin prelazi u kinon preko meduprodukta semikinona (Slika 14).

OH o (\3\
OH 0
. . HO O
HO 0 .z HO 0 (j
" e ,-H" i
¢ OH
H OH
© OH

OH OH

Slika 14 Mehanizam oksidacije (+)-(+)-katehina (preuzeto iz Janeiro 1 Brett, 2004)
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5.2. Elektrokemijsko ponasanje caja od mente primjenom ciklicke

voltametrije na dijamantnoj elektrodi dopiranoj borom

Na Slikama 10 i 12 prikazani su ciklicki voltamogrami ¢ajeva od mente 1 12 u 0,1M PBS pH
4 te se na oba ciklicka voltamograma uocava jedan jasno izrazeni pik na potencijalu od oko
0,3V, takoder je ucinjeno ispitivanje utjecaja viSestruke uzastopne polarizacije na izgled
ciklickih voltamograma oba dva ¢aja od mente te se uocava ista pojava kao i kod (+)-katehina

(opadanje strujnog odziva i pomak elektrodnog potencijala prema vi§im vrijednostima).

Da bi se potvrdilo prisustvo katehinskih spojeva u uzorcima ¢aja od mentel i 2 u 0,1M PBS pH
4 izvrSeno je obogadivanje uzoraka poznatim koncentracijama (+)-katehina Sto je pokazalo da
su katehinski spojevi prisutni u ispitanim uzorcima (Slike 11 i 13) jer se struja pik na potencijalu
od oko 0,3V povisila u usporedbi s ¢ajevima od mente 1 i 2 bez dodatka (+)-katehina. Takoder
je ovo 1 postupak standardne adicije s ciljem kvantifikacije (+)-katehina u ¢ajevima od mente 1
12. SadrZaj (+)-katehina u ¢ajevima od mente 1 1 2 kvantificiran pomocu kalibracijskog pravca

i standardnom adicijom iznosi u rasponu od 660 do 16250 mgL™!.

Kao dodatno pokusala su se izvesti elektrokemijska mjerenja ciklickom volatmetrijom
antioksidacijskog djelovanja (+)-katehina iz uzorka ¢aja od mente na osnovi Troloxa kao
standarda na radnoj komercijalnoj dijamantnoj elektrodi dopiranoj borom u elektrolitu 0,1M
sulfatnoj kiselini s dodatkom luZine. Medutim, potrebno je izvrS$iti dodatno elektrokemijsko
istrazivanje za pronalazenje idealnih eksperimentalnih parametara, faktora razrjedenja,
koncentracijskog profila standarda, osjetljivosti i sli€no za razvoj elektrokemijske tehnike na
ovoj vrsti radne elektrode. Signal odziva je dobiven i prikazan na Slici 15 te daje obecavajuci

put za razvoj ove tehnike.

1/ uA
1/ pA

-0.6 -0.4 -0.2 0.2 0.4 0.6 0.8 1

E/V E/V

Slika 15 Ciklicki voltamogrami ¢aja od mente proizvodaca 1 a) (DF=12,5)1b) 2 (DF=10) u

0,1M sulfatnoj kiselini s dodatkom luzine
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Ciklicka voltametrija kao elektrokemijska tehnika pokazala se primjenjivom za
elektrokemijsku analizu (+)-katehina u ¢ajevima od mente 1 i 2 na komercijalnoj dijamantnoj

elektrodi dopiranoj borom u 0,1M PBS pH 4.
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Na osnovi dobivenih rezultata ovog diplomskog rada moze se zakljuciti:

e kao osnovni elektrolit odabran je 0,1M fosfatni pufer pH 4 i brzina polarizacije od 50
mVs™,

e ispitani utjecaj koncentracije (+)-katehina pokazao je linearnu ovisnost,

e potvrdena je prisutnost katehinskih spojeva u uzorcima ¢aja od mente postupkom
obogacivanja uzoraka poznatim koncentracijama (+)-katehina,

e ciklicki voltamogrami ¢ajeva od mente pokazali su jedan jasno izrazeni strujni pik na
potencijalu od 0,3V,

e ciklicka voltametrija kao elektrokemijska tehnika pokazala se primjenjivom za

elektrokemijsku analizu (+)-katehina u ¢ajevima od mente na komercijalnoj dijamantnoj

elektrodi dopiranoj borom.
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