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1. Uvod

Kafein je organska molekula koja se sastoji od ugljika, vodika, dusika i kisika. Kafein ili
trimetilksantin predstavlja alkaloid ksantina, prirodna je i farmakoloska tvar. Prisutan u
velikom broju razliCitih biljaka te konzumiranjem kave, €aja i bezalkoholnih napitaka ulazi u
ljudski organizam. Takoder, kafein ima i ljekovita svojstva i koristi se kao djelatna tvar u
lijekovima protiv glavobolje ili opustanja misi¢a. Kafein je najvjerojatnije najstariji stimulans

srediSnjeg Ziv€anog sustav, srca i mozga.

Dodaci prehrani su izvor hranjivih sastojaka ili drugih sastojaka s prehrambenim ili fizioloSkim
funkcijama. Kafein je jedan od djelotvornijih dodataka prehrani te ukoliko se uzima u
odgovarajuc¢im koli¢inama imat ¢e pozitivan ucinak na organizam i suzbijanje umora dok

unosom velikih koli¢ina dolazi do nastanka nuspojava.

Do danas su razvijene razliite instrumentalne metode za identifikaciju i kvantifikaciju kafeina
u biljkama, kavi, ¢aju, bezalkoholnim pié¢ima i farmaceutskim proizvodima. Najcesée koristena
tehnika je HPLC metoda za odredivanje kafeina u sloZzenim realnim uzorcima gdje se vrlo niska

koncentracija kafeina moze odrediti s velikom to¢nos¢u i preciznos¢u.

Elektrokemijske metode zbog svoje brzine, selektivnosti, preciznosti i osjetljivosti se Cesto
primjenjuju za analizu realnih uzoraka. Uz ciklicku i pravokutnovalnu voltametriju,
diferencijalna pulsna voltametrija (DPV) se sve ce$¢e primjenjuje za identifikaciju i
kvantifikaciju kafeina u realnim uzorcima. Diferencijalna pulsna voltametrija je pulsna tehnika,
a primjenjuje se u elektrokemijskoj analizi za karakterizaciju realnih uzoraka zbog mogucnosti

odredivanja malih koncentracija elektroaktivnih vrsta.

Stoga je cilj ovog diplomskog rada razviti elektrokemijsku tehniku diferencijalnu pulsnu
voltametriju, ispitati elektrokemijsko ponaSanje kafeina i primijeniti na analizu dodatka

prehrani.
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2. Teorijski dio

2.1. KAFEIN

2.1.1. Kemijski sastav

Kafein je organska molekula koja se sastoji od ugljika, vodika, dusika i kisika, kemijske formule
CsH10N4O; (Preedy, 2012). Kafein ili trimetilksantin (1,3,7-trimetilpurin-2,6-dion (IUPAC) je
alkaloid ksantina, prirodna i farmakoloska tvar (Textor, 2003), bijeli kristalni prah bez mirisa i
vrlo gorkog okusa (Burge i Raches, 2003). Molekularna masa kafeina je 194,19 g, taliste je 236

°C, a tocka sublimacije je 178 °C. Slika 1 prikazuje kafein u obliku bijelog kristalnog praha.

Slika 1 Kafein (WEB 1)

Kafein pripada skupini prirodnih alkaloida, a glavni je ¢lan metilksantinskih alkaloida (Preedy,
2012). Takoder, pripada grupi purina kao i teofilin i teobromin. Osnovna struktura kafeina
predstvalja purinsku jezgru, odnosno strukturu kafeina ¢ine dva prstena koji s vanjske strane
sadrZe viSe supstituenata. Dvostruki prsten Cini jezgru osnovne strukture purina. Jedan od
prstena je Sesteroclani, a drugi peteroclani i svakiima dva atoma dusika. Na vanjskim stranama
prstena, na atomima ugljika C-2 i C-6 nalazi se po jedan atom kisika povezan s dvostrukim
vezama. Na atomima dusika N-1, N-3 i N-7 nalaze se po jedna metil-grupa (-CHs). Kod teofilina
i teobromina nedostaju metil-grupe. Kod teofilina to je metil-grupa na atomu N-7, a kod

teobromina na atomu N-1 (WEB 1) . Slika 2 prikazuje kemijsku strukturu kafeina.
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Slika 2 Kemijska struktura kafeina
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Slika 3 Strukturni prikaz kafeina i njemu srodnih spojeva

Otapanje kafeina ovisi o temperaturi. Topljiv je u kloroformu i metilen-kloridu, a umjereno

topljiv u etanolu i vodi pri sobnoj temperaturi, ali se topljivost poveéava u kipucoj vodi. Tablica

1 prikazuje otapanje kafeina u razli¢itim otapalima.
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Tablica 1 Otapanje kafeina (WEB 1)

NAJMANJA KOLICINA KAFEINA KOJA SE MOZE
OTAPALO
OTOPITI
voda pri normalnoj temperaturi 21,74 g/
voda pri 80 °C 181,82 g/l
etanol pri normalnoj temperaturi 15,15 g/l
etanol pri 60 °C 45,45 g/l
Aceton 20,00 g/I
Kloroform 181,82 g/l

2.1.2. lzvor

Kafein, teobromin i teofilin su prirodni alkaloidi prisutni u listovima ¢aja, kavi i sjemenki kakaa
te u hranii pi¢ima spravljenim od njih (Bispo i sur., 2002; Preedy, 2012). Najvazniji izvor kafeina
su kava, ¢aj, guarana, kola i kakao. Koli¢ina kafeina u tim proizvodima je razli¢ita. Najveci
sadrzaj kafeina je u guarani koja sadrzi 47%, listovi Caja sadrze 3.5%, zrna kave 1.1-2.2%, a
kakao zrno 0.03% (Cabrera i sur., 2003). Razina kafeina i teobromina mnogo je veéa u
pupoljcima i mladim listovima Coffea arabica L. nego u potpuno razvijenom liséu. Kafein je
glavni sastojak kave. U prosjeku 90% odraslih konzumira kafein u razli¢itim napitcima, a
najées¢e su to kava, ¢aj, bezalkoholni napitci i slicno. Smatra se jednom od najéesée
konzumiranih droga s vise od 80% svjetske populacije koja svakodnevno konzumira kafein
(Carrillo i Benitez, 2000; Norton i sur., 2011). U malim tragovima moZe se naéi u povrsinskim
vodama gdje dospijeva iz mokrace ili kada se proizvodi, koji ga sadrze, ispustaju u cjevovode
ili kanalizaciju (Seiler i sur., 1999). Tada se ¢esto koristi kao izvrstan pokazatelj ljudskog otpada

(Gruiji¢ Leti¢ i sur., 2015).
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2.1.3. Djelovanje

Kafein utjeCe na sredisnji Ziv€ani sustav, srce te ubrzava rad mozga. Odnosno djeluje kao
stimulans na nacin da privremeno odgada umor i pospanost (Svilaas, 2004). Koristi se u
lijeCenju blage respiratorne depresije uzrokovane narkoticima i za lijeCenje zatajenja
cirkulacije. Preporuéena dnevna doza je 200 mg/dan (Paxeus i Schroder, 1996). Visoke doze
dovode do nuspojava koje su povezane sa srediSnjim Ziv€anim sustavom kao $to su ovisnost i
anksioznost (Nehlig, 1999). Kafein se upotrebljava i za lijeCenje glavobolje u kombinaciji s
drugim lijekovima poput aspirina, paracetamola i tramadola te dodatak kafeina povedéava
uCinkovitost tableta protiv bolova za 40% (Madhusudhan, 2013; Straube i sur., 2011).
Medutim, vjerojatnije je da ¢e osoba koja uzima kombinirane lijekove koji sadrze kafein osjetiti
Stetne ucinke poput tahikardije, tjeskobe i slicno (Sawynok, 2011). Takoder, moZe utjecati na
kardiovaskularni sustav te utjecati na lo$ rad jetre (Bispo, 2002). Doza od 10 g je smrtonosna
Sto je otprilike 100 Salica kave (Paxeus i Schroder, 1996). Kafein se ne nakuplja u organizmu i

normalno se izlu€uje iz organizma nekoliko sati od konzumacije (Nour, 2008).

2.2. DODATAK PREHRANI

Dodaci prehrani su koncentrirani izvor hranjivih sastojaka ili drugih sastojaka s prehrambenim
ili fizioloskim funkcijama. Svrha dodataka prehrani je da potpomognu unos hranjivih sastojaka
u uobicajenoj prehranii da nadopune prehranu tvarima koje se putem normalnog unosa hrane
u organizam ne dobivaju u dovoljnoj koli¢ini, a sve u svrhu povoljnog ucinka na zdravlje
potrosaca. Na taj se nacin povecava otpornost organizma na stresne vanjske utjecaje te
pomaze u odrzavanju pravilnih fizioloskih funkcija organizma. Dodaci prehrani mogu se nalaziti
na trzistu u razli¢itim doziranim oblicima kao Sto su tablete, kapsule, prahovi, tekuéine, bar-
plocice, ¢ajevi, sirupi, kapi i slicno te na deklaraciji moraju nositi oznaku , dodatak prehrani”.
Unosom dodataka prehrani potrosacu se daje moguénost da sam ili uz pomoé struéne osobe
poboljsa svoje zdravlje. Hranjivi sastojci i druge tvari u dodacima prehrani su vitamini, minerali,
bjelancevine, aminokiseline, masne kiseline, celuloza, pivski kvasac, inulin, lecitin,
glukomanan, bilje i ljekovito bilje i njihovi ekstrakti ili koncentrati, zastitne tvari biljnog
podrijetla (bioflavonoidi, karotenoidi, izoflavoni, glukozinolati), prirodni enzimi i koenzimi, Zive

kulture mikroorganizama, organska tkiva, metaboliti Zlijezda i druge tvari (Pollak, 2008).
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Kafein je jedan od najdjelotvornijih dodataka prehrani. Djeluje kao stimulans, ali taj utjecaj
opada s prevelikom konzumacijom, odnosno dolazi do tolerancije na kafein. Medutim, ukoliko
se kontinuirano unosi u organizam c¢imbenik za suzbijanje umora ée ostati isti. Preporucena
dnevna doza je 1-3 mg/kg TM dnevno. Takoder, kafein utjeCe na poboljSanje sportskog
performansa u svim sportskim aktivnostima kao $to su sportovi izdrZljivosti ili ekipni sportovi.
Osjetljivost na unos kafeina je razlicita kod ljudi te je tesko odrediti preporuke za unos.
Medutim, istraZivanja su pokazala da je potrebno unijeti nesto veée doze kafeina od 4 do 6
mg/kg TM, otprilike sat vremena prije pocCetka sportske aktivnosti. Apsorpcija i distribucija
kafeina u organizmu je jako brza, 99% kafeina se apsorbira veé 45 min nakon unosa. Takoder,
kafein je Cesti sastojak tzv. ,fat-burner-i“ koji se koriste za gubitak masnog tkiva i djeluju na
dva nacina. Na nacin da pojacava nastanak topline u tijelu i smanjuje apetit, a zajedno dovode
do smanjenog unosa energije i proizvodnje energije u tijelu (Spiller, 1998; Chambers, 2009;

WEB 2).

Deklaracija za dodatke prehranii dijetetske proizvode je specifi¢na i mora zadovoljiti odredene
zahtjeve propisane posebnim propisima. Ono Sto dodatak prehrane ¢ini drugacijim od
uobicajene hrane su komponente cija odredena koli¢ina ima znacajan utjecaj na zdravlje i taj

se utjecaj navodi u raznim tvrdnjama (Pollak, 2008).
2.3. METODE ODREDIVANIJA

Neke od najceS¢e primjenjivanih metoda za karakterizaciju kafeina u realnim uzorcima su
UV/Vis spektroskopija, kolorimetrija, tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC),
plinska kromatografija (GC), spektroskopija s Furierovom transformacijom infracrvenog

spektra (FTIR), elektrokemijske metode (kulometrija, voltametrija) i slicno.
2.3.1. Spektroskopske metode

Spektroskopska mjerenja su jedna od najcesée primjenjivanih analitickih tehnika. Primjenjuju
se za analizu jednostavnih, ali i kompleksnih uzoraka (Bhawani i sur., 2015).
Spektrofotometrijska metoda ubraja se u apsorpcijske metode koje se temelje na ovisnosti
apsorbancije o valnoj duljini zracenja koje prolazi kroz analit. Apsorbancija se moZze pratiti u
ultraljubicastom, vidljivom, infracrvenom podrucju. UV-VIS spektrofotometrija je prihvatljiva
jer je jeftina, brza, jednostavna i lako dostupna. Ova vrsta spektrofotometrije prati promjenu

apsorbancije u podrucju valnih duljina od 200 do 800 nm te daje informacije o strukturi
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ispitanog analita (Taletovi¢ i sur., 2015). Takoder, se primjenjuje i za kvantifikaciju sadrzaja
kafeina u farmaceutskim i prehrambenim uzorcima primjenom tehnike standardne adicije ili

kalibracijske krivulje (Corciova i Ivanescu, 2014).

Kolorimetrija je jo$ jedna jednostavna tehnika koja se primjenjuje u karakterizaciji kafeina
(Venkatesh i sur., 1994). Nadalje, danas je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
tehnika od najceséeg izbora jer je selektivna, precizna i osjetljiva. Takoder je HPLC metoda
pogodna za kompleksne uzorke kao $to su uzorci hrane, farmaceutski pripravci i slicno
(Abbood i Aldiab, 2017). Do danas ne postoji jedinstvena HPLC metoda koja se moze
primijeniti za kvantifikaciju sadrzaja kafeina u svim razli¢itim uzorcima, ali se C18 kolona
najce$ce upotrebljava za separaciju kafeina iz uzorka (Gruji¢-Leti¢ i sur., 2016; Patil, 2012;

Motora i Beyene, 2017).

2.3.2. ELEKTROKEMUSKE METODE

Elektrokemijske metode uz HPLC metodu, danas su sve zastupljenije jer su jeftine, ne
zahtijevaju kompliciranu pripremu uzoraka, brze su, selektivne i precizne. Hansen i Dryhurst
su jo$ 1970. godine primijenili kulometriju na praéenje elektrokemijske oksidacije kafeina.
Zatim, Sontag i Kral su 1979. godine objavili istrazivanje elektrokemijske oksidacije kafeina
primjenom diferencijalno pulsne polarografije i primijenili dobivene rezultate na realne uzorke
kao Sto su kava i ¢aj. Nakon ovih istrazivanja, slijedi razvoj i primjena ciklicke, diferencijalne
pulsne i pravokutnovalne voltametrije, primjena razli¢itih radnih elektroda kao Sto su boron
doped dijamantna elektroda, elektroda od staklastog ugljika i njezine modifikacije s
nanolesticama te ispitivanje utjecaja razli¢itih elektrolita kao $to su 0,1 mol L'! H,SO4, Britton-
Robinson pufer, 0,05 mol L' HCIO4, 0,1 mol L™ acetatni, fosfatni pufer (Tadesse i sur., 2013;
Zen i sur., 1998; Spataru i sur., 2002; Svorc, 2013).

Diferencijalna pulsna voltametrija

Difrencijalna pulsna voltametrija (DPV) ubraja se u pulsne tehnike za odredivanje vrlo niskih
koncentracija elektroaktivnih specija u razli¢itim uzorcima. Predstavlja voltametrijsku tehniku
kod koje se mali pravokutni naponski impuls (amplitude od 10 do 100 mV) pridruzuje na

stepenicasto rastuci napon pobude (Piljac, 2010). Na Slici 2 prikazan je signal pobude. Granica



2. Teorijski dio

detekcije DPV iznosi oko 1078 mol dm3. Potencijal vrha vala Ep priblizno je jednak potencijalu

polovine vala, E1/2, na ciklickom voltamogramu.

- .

= j'-l N

'_E‘ Vrijeme vzorkovanja  Trenutak otkidanja
= _51ruj|: ) kapi

= .II'_ o = __."ll '\-..x. /

I's

Slika 4 Signal pobude kod diferencijalne pulsne voltametrije (Piljac, 2010).

Mjerenje se provodi na nacin da se potencijal radne elektrode tijekom mjerenja odrzava na
osnovnom potencijalu (Ei). Pri osnovnom potencijalu struja celije (redukcije ili oksidacije) je
jednaka nuli. U odredenom trenutku na osnovni napon (E) superponira se pravokutni
naponski impuls kratkog trajanja. Takvim pravokutnim impulsom izaziva se elektrodna reakcija
redukcije odnosno oksidacije. Struja se uzorkuje i mjeri prije svakog naponskog impulsa i pri
kraju trajanja naponskog impulsa. Tako uzorkovana i izmjerena struja registrira se kao
konstantna vrijednost do sljede¢eg naponskog impulsa. Oblik signala odziva je promjena
razlike struje prije i nakon primjene naponskog impulsa u ovisnosti o potencijalu elektrode i

ima oblik vrha (pika) (Piljac, 2010).

Al J_Enl.f\

Slika 5 Izgled diferencijalnog pulsnog voltamograma (Piljac, 2010)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog diplomskog rada bio je:

e ispitati utjecaj elektrolita, utjecaj visestruke uzastopne polarizacije i utjecaj promjene

koncentracije na elektrokemijska svojstva kafeina te

e primijeniti elektrokemijsku tehniku diferencijalne pulsne voltametrije na

karakterizaciju kafeina u uzorku dodatka prehrani.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Priprema otopina

Otopina 0,1 mol L' acetatnog pufera (AcB) koristena je kao osnovni elektrolit pH vrijednosti

3, 4,56 za provodenje diferencijalne pulsne voltametrije.

Stock otopina kafeina pripremljena je u koncentraciji 1,15 - 102 mol L™* u ultracistoj vodi te se
razrjedivanjem u odgovarajucoj pH vrijednosti elektrolita pripremala Zeljena koncentracija.

Stock otopina kafeina cuvana je zasticena od svjetla u hladnjaku na 4 °C.

Uzorak dodatka prehrane, kafein (My Protein, UK) pripremljen je otapanjem tablete kafeina,
u 200 mL ultraciste vode. Neposredno prije analize, uzorak tablete kafeina je filtriran preko

filter papira.

Za pripravu svih otopina u ovom diplomskog radu koriStena je ultracista voda (vodljivost vode

< 0,1 uS cm) dobivena vakuum filtracijom.

3.2.4. Diferencijalna pulsna voltametrija

Mjerenje je provedeno na kompjuterski kontroliranom elektrokemijskom sustavu pAutolab
(Eco-Chemie, Utrecht, Nizozemska). Mjerenja su provedena na sobnoj temperaturi. Analiza je
provedena u staklenoj stacionarnoj celiji. Za elektrokemijsko mjerenje primjenom DPV
upotrijebila se komercijalna "Screen Printed" ugljikova elektroda na koju je nanesen sloj
karboksiliranih jednostjencanih ugljikovih nanocestica (engl. Carboxylated Single-Walled
Carbon Nanotubes, SWCNT elektroda), od tvrtke DropSens, Spanjolska. Ova elektroda
predstavlja tro-elektrodni sustav u kojem je SWCNT-COOH/ugljik radna elektroda, sloj ugljika

pomocna i sloj srebra kao referenta elektroda i elektri¢ni kontakt za sve tri elektrode.

12



3. Eksperimentalni dio

radna pomocna
elektroda elektroda - <
kontakt o

pomocne

elektrode referentna

elektroda

’ kontakt
radne elektrode

kontakt
referentne elektrode

Slika 6 Komercijalna "Screen Printed' ugljikova elektroda

Ispitan je utjecaj razli¢itih eksperimentalnih uvjeta na elektrokemijska svojstva standarda

kafeina i dodatka prehrani kafeina:

a) utjecaj pH otopine osnovnog elektrolita, acetatni pufer (AcB), c=0,1 mol L-1, u

rasponu od pH 3 do pH 6,

b) utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije,

c) utjecaj koncentracija otopine kafeina u rasponu koncentracija od 5-:10°do 5-10°
3mol L-1,

e) utjecaj dodatka prehrani kafeina.

Sva voltametrijska mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi +25°C te su ponavljana tri

puta. DP-voltamogrami su snimljeni prema eksperimentalnim uvjetima prikazanim u Tablici 2.

Tablica 2 Eksperimentalni uvjeti diferencijalne pulsne voltametrije

Parametar Iznos
Pocetni potencijal (mV) -0,4
Konacni potencijal (mV) 1,4

Brzina polarizacije (mV/s) 5
Korak potencijala (mV) 2
Amplituda pulsa (mV) 50

13



3. Eksperimentalni dio

Identifikacija i kvantifikacija kafeina u uzorku dodatka prehrani provedena je na osnovi
usporedbe oksidacijskog potencijala standarda kafeina i obogacivanjem uzorka dodatka

prehrani odredenom koncentracijom otopine standarda.

Sadrzaj kafeina u uzorku dodatka prehrani izrazen je u mg kafeina po litri, a izraCunat je na
osnovi iznosa struje anodnog pika, primjenom kalibracijske krivulje kreirane pomodu

koncentracija otopine standarda kafeina.
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4. Rezultati

4.1. ELEKTROKEMIJKO PONASANJE KAFEINA

15

10

l'FI.lJ"'L

T T T ¥ T T T T T T
0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3

E IV vs. Agl AgCl

Slika 7 Diferencijalni pulsni voltamogram standarda kafeina koncentracije 7,7 - 104 mol L' u

0,1 mol L acetatnom puferu pH 4 snimljen pri eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 2

20

10 4

1A

0.8 1.0 12 14
E{\ vs. Agl/ AgCl

Slika 8 Utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na elektrokemijska svojstva kafeina
koncentracije 7,7 - 10* mol L' u 0,1 mol L'! acetatnom puferu pH 4 snimljen pri
eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 2

16



4. Rezultati
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Slika 9 Diferencijalni pulsni voltamogrami utjecaja promjene pH elektrolita na
elektrokemijska svojstva kafeina koncentracije 7,7 - 10 mol L' u 0,1 mol L' acetatnom
puferu pH 3 (crno), pH 4 (crveno), pH 5 (plavo) i pH 6 (zeleno) snimljen pri eksperimentalnim

uvjetima kao u Tablici 2

Kalibracijska krivulja
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Slika 10 Kalibracijska krivulja standarda kafeina
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4. Rezultati

4.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE DODATKA PREHRANI

20

15 -

10

11 pA

0.6 0.3 1.0 1.2 14
E iV vs. Agl AgCI

Slika 11 Diferencijalni pulsni voltamogrami uzorka dodatka prehrani (crno DF 100, crveno DF
50, plavo DF 40, zeleno DF 25, roza 10, smede DF 5) snimljen pri eksperimentalnim uvjetima

kao u Tablici 2
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4. Rezultati
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Slika 12 Diferencijalni pulsni voltamogram uzorka dodatka prehrani (DF 10) u

0.1 mol L'! acetatnom puferu pH 4 snimljen pri eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 2
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Slika 13 Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na diferencijalne pulsne voltamograme
uzorka dodatka prehrani (DF 10) u 0.1 mol L'* acetatnom puferu pH 4 snimljen pri

eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 2
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Slika 14 Diferencijalni pulsni voltamogrami obogacivanje uzorka dodatka prehrani (DF 10)
(crno bez dodatka kafeina, crveno s dodatkom kafeina) snimljen pri eksperimentalnim

uvjetima kao u Tablici 2
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5. Rasprava

U ovom diplomskom radu ispitano je elektrokemijsko ponasanje otopine kafeina primjenom
diferencijalne pulsne voltametrije. S ciljem utvrdivanja elektrokemijskog ponasanja otopine
kafeina ispitan je utjecaj visSestruke uzastopne polarizacije, utjecaj pH vrijednosti osnovnog
elektrolita i utjecaj promjene koncentracije analita. Takoder, razvijena metoda diferencijalne
pulsne voltametrije primijenjena je na karakterizaciju (identifikaciju i kvantifikaciju) kafeina u

uzorku dodatka prehrani.
5.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE OTOPINE KAFEINA

Slika 7 prikazuje diferencijalno pulsni (DP) voltamogram otopine kafeina (7,7 - 10 mol L) na
komercijalnoj "screen printed" elektrodi u 0,1 mol L'! acetatnom puferu (pH 4). Diferencijalno
pulsni voltamogram kafeina pokazuje jedan jasno izrazeni anodni pik na potencijalu od 1,05 V

vs. Ag/AgCl.

Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na diferencijalne pulsne voltamograme otopine
kafeina prikazan je na Slici 8. Iz prikaza diferencijalnih pulsnih voltamograma otopine kafeina
(7,7 - 10* mol L'!) na komercijalnoj ""screen printed" elektrodi u 0,1 mol L™* acetatnom puferu
(pH 4) uocava se pad anodnog strujnog odziva pri drugoj i trecoj polarizaciji te pomak
elektrodnog potencijala prema vecim vrijednostima elektrodnog potencijala. Opadanje
anodnog strujnog odziva karakterizira nastanak oksidacijskih produkata na povrsini radne
elektrode te je difuzija molekula iz otopine kafeina oteZzana prema povrsini radne elektrode

(Spataru i sur., 2002.; Campean i sur., 2011.; Tadesse i sur., 2013.).

Ispitani utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita na diferencijalne pulsne voltamograme
otopine kafeina (7,7 - 10* mol L'!) na komercijalnoj "screen printed' elektrodi u 0,1 mol L*
acetatnom puferu (pH 3, 4, 5, 6) prikazan je na Slici 9. 1z grafickog prikaza na Slici 9 uocava se
jedan jasno izrazeni oksidacijski strujni pik pri svim ispitanim pH vrijednostima, dok pri pH 6
osnovnog elektrolita uocCava se najvisi strujni odziv. Medutim, za istrazivanje u ovom
diplomskog radu nije odabrana pH vrijednost koja daje najvisi strujni odziv ve¢ pH 4 zbog lakse
usporedbe dobivenih rezultata s istrazivanjima drugih autora (Hansen i Dryhurst, 1971; Sontag
i Kral, 1979; Zen i sur., 1998.; Spataru i sur., 2002.; Campeaniisur., 2011.; Tadesse i sur., 2013.;
Svorc, 2013.; Torres i sur., 2014.; Redivo i sur., 2018.) koji su u svojim istraZivanjima
elektrokemijskog ponaSanja otopine kafeina razli¢itim elektrokemijskim tehnikama na

modificiranim radnim elektrodama koristili niske pH vrijednosti pufera (pH 4 i pH 5).
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5. Rasprava

Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine kafeina u razli¢itim pH vrijednostima pokazuje
porast strujnog odziva s povecanjem pH vrijednosti (iz kiselog u neutralni medij) te pomak
elektrodnog potencijala prema pozitivnim vrijednostima (Hansen i Dryhurst, 1971; Spataru i

sur., 2002.; Campean i sur., 2011.; Tadesse i sur., 2013.).

Autori Hansen i Dryhurst (1971.) u svom istrazivanju elektrokemijskog ponasanja otopine
kafeina zakljucili su da se proces oksidacije odvija pri izmjeni Cetiri protona i Cetiri elektrona (4
H*-4e7). Odnosno, grupa autora Tedessi i suradnici (2013.) predlozili su mehanizam oksidacije

otopine kafeina prikazane Slikom 15.
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Slika 15 Mehanizam elektrokemijske oksidacije otopine kafeina (Tadesse i sur., 2013.)

Mehanizam elektrokemijske oksidacije otopine kafeina odvija se u dva koraka. U prvom
koraku se odvija 2H*, 2e" oksidacija veze s C-8 na N-9 dajuci kao produkt supstituiranu mokracu
kiselinu. Nadalje, u drugom koraku se takoder odvija 2H*, 2e" oksidacija na 4,5-diol analogu

mokraéne kiseline koja se vrlo brzo raspada.

S ciljem ispitivanja utjecaja koncentracije na diferencijalne pulsne voltamograme otopine
kafeina i s ciljem ispitivanja sadrzaja kafeina u realnim uzorcima, kreirana je kalibracijska
krivulja (Slika 10). Kalibracijska krivulja otopine kafeina kreirana je na osnovi ovisnosti
mnozinske koncentracije o anodnom strujnom odzivu u rasponu koncentracija od 5 do 500
umol L te se uodava linearni porast anodnog strujnog odziva povecanjem koncentracije

analita. Dobila se Jednadzba linearne regresije (1)
L, (nA) = 0,0236 ¢ (umol L 1) +1,3036 (1)

i koeficijent korelacije 0,9973. Osjetljivost primijenjene elektrokemijske tehnike izrazena je
preko granice detekcije koja iznosi 15,8 umol L™ i granice kvantifikacije koja iznosi 52,7 umol

Lt
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5. Rasprava

5.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE DODATKA PREHRANI

Razvijena elektrokemijska metoda, diferencijalna pulsna voltametrija primijenjena je na
ispitivanje elektrokemijskog ponasanja realnog uzorka koji sadrzi kafein. Uzorak dodatka
prehrani koji sadrzi kafein pripremljen je za analizu kako je opisano u poglavlju 3.2.1. Priprema

otopina i uzorka te su primijenjeni eksperimentalni uvjeti iz Tablice 2.

S ciljem ispitivanja elektrokemijskog ponasanja realnog sustava, dodatak prehrani, ispitan je
utjecaj razli¢itog razrjedenja (DF) koji je iznosio 100, 50, 40, 25, 10 i 5 (Slika 11) na
diferencijalnih pulsnih voltamograma uzorka dodatka prehrani na komercijalnoj ,screen
printed” elektrodi u 0.1 mol L™ acetatnom puferu pH 4. Iz prikaza DP voltamograma realnog
uzorka uocava se opadanje anodnog strujnog odziva poveéanjem razrjedenja ispitane otopine
odnosno najniZi strujni odziv prisutan je pri DF 100, a najvisi pri DF 5 te je stoga izabran za
daljnju analizu DF 10 (Slika 12). Na Slici 12 prikazan je DP voltamogram uzorka dodatka
prehrani te se uocava jedan jasno izrazeni anodni pik pri potencijalu 1,05 V kao $to se uocava

i na DP voltamogramu standarda kafeina (Slika 7).

Nadalje, ispitan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na DP voltamograme uzorka
dodatka prehrani te se uocava jednaka pojava kao i kod DP voltamograma standarda kafeina
(Slika 8) odnosno u drugoj i trecoj polarizaciji primjecuje se opadanje strujnog odziva i pomak
elektrodnog potencijala prema nizim vrijednostima Sto vjerojatno upucuje na nastanak
oksidacijskih produkata na povrsini radne elektrode i otezanu difuziju molekula iz ispitivane

otopine prema povrsini elektrode.

Zatim, da bi se provela identifikacija kafeina i potvrdila njegova prisutnost u uzorku provedeno
je obogacivanje realnog uzorka s poznatom koncentracijom standarda kafeina (¢ = 1,92 - 103
mol L1). Na Slici 14 prikazani su DP voltamogrami realnog uzorka prije i nakon dodatka
standarda kafeina te se jasno uo¢ava znacajni porast anodnog strujnog odziva realnog uzorka
nakon dodatka standarda kafeina, dok se potencijal pika (1,05 V) vrlo malo pomakao prema
pozitivnim vrijednostima (oko 2-3 mV). Pomak potencijala oksidacije vjerojatno je posljedica
adsorpcije oksidacijskih produkata na povrSini radne elektrode. Iz DP voltamograma
prikazanih na Slici 14 mozZe se zakljuciti da se anodni strujni odziv nedvojbeno odnosi na

oksidaciju kafeina prisutnog u uzorku dodatka prehrani.
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5. Rasprava

Kreirana kalibracijska krivulja i jednadzba pravca primijenjeni su na odredivanje sadrzaja
kafeina u realnom uzorku. Deklarirani sadrZaj kafeina u ispitanom uzorku dodatka prehrani
iznosi 200 mg. Primjenom diferencijalne pulsne voltametrije dobiveni sadrzaj ispitanog uzorka
iznosi 188 + 2,2 mg / tableti dodatka prehrani te je dobiveni sadrZaj kafeina u dodatku prehrani
u skladu s deklariranim sadrzajem. Diferencijalna pulsna voltametrija pokazala se primjenjiva
za karakterizaciju elektrokemijskog ponasanja kafeina i identifikaciju i kvantifikaciju u realnom
uzorku. Takoder, su potrebna daljnja istrazivanja i usporedba rezultata diferencijalne pulsne
voltametrije primijenjene na elektrokemijsko ponaSanje s drugim elektrokemijskim i

instrumentalnim tehnikama.
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6. Zakljucak

Na osnovi istrazivanja provedenih u ovom diplomskog radu moze se zakljuciti:

e |[spitivana elektrokemijska svojstva kafeina primjenom diferencijalne pulsne
voltametrije pokazala su da primijenjeni elektrokemijski uvjeti: pH vrijednost osnovnog
elektrolita, viSestruka uzastopna polarizacija i koncentracija analita utjeCu na

elektrokemijsko ponasanje kafeina.

e Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na diferencijalne pulsne voltamograme
kafeina se uocava u opadanju strujnog odziva i malom pomaku potencijala u drugoj i
treéoj polarizaciji prema pozitivnijim vrijednostima zbog nastanka oksidacijskih

produkata tijekom polarizacija na povrsini radne elektrode.

e Mehanizam elektrokemijske oksidacije otopine kafeina je proces oksidacije pri izmjeni

Cetiri protona i Cetiri elektrona (4 H* - 4 ).

e Kalibracijska krivulja otopine kafeina kreirana je na osnovi ovisnosti mnoZinske
koncentracije o anodnom strujnom odzivu u rasponu koncentracija od 5 do 500 umol
L'! te se uodava linearni porast anodnog strujnog odziva povecanjem koncentracije

analita (LOD = 15,8 umol L?).

e [spitani utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na DP voltamograme uzorka dodatka
prehrani pokazuje jednaku pojavu kao i kod DP voltamograma standarda kafeina
(opadanje strujnog odziva i pomak elektrodnog potencijala prema nizim

vrijednostima).

e Obogacivanjem uzorka dodatka prehrani s poznatom koncentracijom standarda
kafeina provela se identifikacija kafeina te se uo€ava jasno izrazen anodni strujni odziv
nakon dodatka standarda kafeina koji se nedvojbeno odnosi na oksidaciju kafeina

prisutnog u uzorku dodatka prehrani.

e Primjenom diferencijalne pulsne voltametrije dobiveni sadrzaj ispitanog uzorka iznosi
188 * 2,2 mg / tableti dodatka prehrani te je dobiveni sadrZaj kafeina u dodatku

prehrani u skladu s deklariranim sadrzajem (200 mg / tableti).

e Diferencijalna pulsna voltametrija pokazala se primjenjiva za karakterizaciju

elektrokemijskog ponasanja kafeina i identifikaciju i kvantifikaciju u realnom uzorku.
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