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1. Uvod

Kafein (CsH10N4O>) je kristalni prah bez mirisa, gorkog okusa. Teofilin, teobromin, paraksantin
i kafein ubrajaju se u metilirane oblike ksantina. Za dokazivanje kafeina primjenjuje se
mureksid reakcija. Kava, ¢aj, guarana, kakao i kola predstavljaju najvaznije izvore kafeina, a

preporuc¢ena dnevna doza iznosi 200 mg/dan.

Prema Pravilniku o hrani za posebne prehrambene potrebe (NN 81/04) dodatak prehrani
definira se kao hranjiva tvar odnosno kao koncentrirani izvori hranjivih sastojaka ili drugih tvari
sa prehrambenim ili fizioloSkim funkcijama, same ili u kombinacijama, u doziranom obliku, sa
svrhom da dodatno obogate unos hranjivih sastojaka u uobi¢ajenoj prehrani. Kafein kao

dodatak prehrani koristi se najéesce u prehrani rekreativaca ili sporta3a.

Za odredivanje sadrzaja kafeina primjenjuju se razliCite metode kao 3to su kromatografija,
spektroskopija, elektrokemijske metode i slicno. Ciklicka voltametrija je elektrokemijska
tehnika kod koje je signal pobude linearno rastuci potencijal, a signal odziva struja. Ciklicka
voltametrija se primjenjuje za istrazivanje mehanizma elektrokemijske reakcije, identifikaciju i
kvantifikaciju elektroaktivnih specija iz podrucja prehrambene, farmaceutske, biotehnoloske

industrije.

Stoga je zadatak ovog diplomskog rada razviti elektroanaliti¢ki postupak cikliCke voltametrije,
ispitati elektrokemijsko ponasanje otopine kafeine pri razlicitim pH vrijednostima inertnog
pufera, promijeni koncentracije otopine kafeina, promjeni brzine polarizacije i utjecaja
viSestruke uzastopne polarizacije te primijeniti na identifikaciju i kvantifikaciju u realnom

sustavu kao $to je dodatak prehrani.
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2. Teorijski dio

2.1. Kafein

2.1.1. Struktura i svojstva

Kafein je glavni sastojak zrna kave (Markovi¢ i sur., 2003). Molekulska formula kafeina je
CsH10N4O3; sistematskog naziva trimetilksantin. Ubraja se u skupinu prirodnih alkaloida jakog
fizioloskog djelovanja sa vrlo gorkim okusom. Cisti kafein je kristalni prah bez mirisa. To¢ka
taljenja kafeina iznosi 236 °C, a sublimacije 178 °C. Molekularne mase 194,19g (Patil, 2012).
Metilirani oblici ksantina mogu biti kafein, teofilin, teobromin i paraksantin. Navedeni metilirani
oblici derivata ksantina razlikuju se samo po prisutnosti CHs grupe (Slika 1.). Kafein se lak3e
otapa u kipucoj vodi, kloroformu i u razblaZenim mineralnim kiselinama, a teze u vodi i etanolu.
Za dokazivanje purinskih alkaloida (kofein, teofilin, teobromin) primjenjuje se mureksid
reakcija. Mureksid nastaje kada kafein djeluje s bromnom vodom ili koncentriranim vodikovim
peroksidom u prisustvu klorovodi€ne kiseline. Nakon uparavanja nastaje Zuti ostatak koji u
prisustvu amonijaka rezultira ljubi¢astom bojom odnosno nastankom mureksida. Kafein
tijekom 24 sata pri standardnim laboratorijskim uvjetima trebao bi biti stabilan u vodi, 95%
etanolu, acetonu ili DMSO (dimetil sulfoksid) te moZe reagirati s jakim oksidacijskim sredstvima
(Taletovi¢ i sur., 2014).

CHs (|:H 3 C Hs
N -0 _N -0 _N

I~ PR ~

\/ ‘ 4 ‘ (’

\ - N ~ \\ - N _

/
HaC o 0
a) b) c)

Slika 1. Strukturni prikaz a) kafeina, b) teofilina i c) teobromina
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Slika 2. Bijeli prah kafeina (WEB 1)

2.1.2. Prirodni izvori kafeina

Prirodni alkaloidi medu koje se ubraja i kafein, mogu se pronaci u najmanje 63 biljne vrste
(Bhawani i sur., 2015). Bilike upotrebljavaju kafein kao prirodni pesticid za zastitu od insekata
(Taletovi¢ i sur., 2014). Pojavljuje se u kavi, lis8¢u €aja i sjemenkama kakaa (Patil, 2012).
Njegova koli€ina ovisi o vrsti i podrijetlu biljaka buduci da pripada obitelji snaznih ksantina koji
su prirodno prisutni i najstariji stimulansi. Povremeno se koristi kao sastojak u raznim napitcima
poput bezalkoholnih i energetskih pi¢a te u kombinaciji s raznim lijekovima. Najvazniji izvori
kafeina su: kava, €aj, guarana, kakao i kola. Prisutnost kafeina u navedenim proizvodima
varira, a najvece koli€ine su prisutne u guarani koja sadrzi 4-7%, zrnu kave 1.1-2.2%, koli
1.5%, kakao zrnu 0.03% i lis¢u €aja 3.5% (Patil, 2012). Kafeinu sli¢ni spojevi su atropin, nikotin,
kinin, kokain i drugi. Vrsta kave odreduje njegovu koncentraciju u zrnu pa tako u 150 ml
kavinog napitka nalazi se 40-80 mg kafeina dok tablete sadrze i do 200 mg kafeina, a
dozvoljena maksimalna dnevna doza iznosi 1g (Markovi¢ i sur., 2003). Zbog antropogenog
podrijetla kafein je pokazatelj oneciS¢enja vode u ku¢anstvima, a moze se naci i u otpadnim i

povrSinskim vodama u vrlo malim koli¢inama (Patil, 2012).

2.1.3. Utjecaj na zdravlje

Prosje¢no 90% odraslih putem kave, €aja i bezalkoholnih pi¢a svakodnevno unosi kafein. U
vrlo kratkom vremenu brzo se izlu€uje iz probavnog trakta i rasporeduje tijelom. Iz organizma
se ne uklanja sve dok se ne metabolizira u paratoksin, teofilin, teobromin, a potom u derivat

mokracne kiseline i diaminouracil. Poluzivot kafeina u plazmi kod Covjeka, odnosno vrijeme
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potrebno da se njegova razina smanji za 50% je 5-6 sati (Patil, 2012). 1z organizma se
mokracom izlu€uje 75% kofeina (Markovi¢ i sur., 2003). Kao glavni stimulans u pi¢ima djeluje
na sredisnji ziv€ani sustav, srce i povec¢ava aktivhost mozga (Bhawani i sur., 2015). Smanjuje
umor, pruza energiju, povec¢ava koncentraciju, doprinosi brzem i jasnijem toku misli (Corciova
i Ivanescu, 2016). Umjerena izlozenost kafeinu doprinosi smanjenju rizika od hepatocelularnog
i endometrijskog raka, dijabetesa tipa 2, poboljSava tjelesne sposobnosti, ima diuretski u¢inak
na bubrege i slicno (Corciova i Ivanescu, 2016). Preporuéena dnevna doza kafeina je 200
mg/dan. Visoke doze kafeina mogu dovesti do suzenja krvnih Zila, poviSenja krvnog tlaka,
aritmije. Pretjerana konzumacija dovodi do poviSenja razine slobodnih masnih kiselina u
plazmi koji remete predmenstrualne simptome. Konzumacija kafeina u koli¢inama vecéim od
250 mg dnevno dovodi do nervoze, nesanice, glavobolje i razdrazljivosti. Takvo stanje naziva
se kafenizmom. FarmakoloSka svojstva kafeina omogucuju njegovu primjenu u razli€itim
farmaceutskim proizvodima. Primjerice, u kombinaciji s aspirinom primjenjuje se za lije€enje

glavobolje ili s paracetamolom za ublaZzavanje boli (Corciova i lvanescu, 2016).

2.2. Dodaci prehrani

Prema Pravilniku o hrani za posebne prehrambene potrebe (NN 81/04) dodatak prehrani
definira se kao hranjiva tvar odnosno kao koncentrirani izvori hranjivih sastojaka ili drugih tvari
sa prehrambenim ili fizioloSkim funkcijama, same ili u kombinacijama, u doziranom obliku, sa
svrhom da dodatno obogate unos hranjivih sastojaka u uobiCajenoj prehrani. Trend
konzumacije razliCitih napitaka i namirnica na bazi kafeina je u porastu (Ivanci¢, 2017).
Konzumacija energetskih napitaka smanjuje umor, poveéava budnost i osjeéaj ,energije”
organizma jer pored kafeina sadrze i mineralne tvari, glukozu, vitamine B skupine, neke
aminokiseline i drugo (lvanci¢, 2017). Kafein je prisutan u mnogim proizvodima kao $to su
Cokolade, lijekovima protiv bolova i proizvodima za kontroliranje tjelesne tezine (JaSi¢ i sur.,
2009). Koncentracija kafeina je razli¢ita u mnogim proizvodima, stoga njegovu koncentraciju
trebaju ograniCiti osobe osjetljive na kafein, trudnice i djeca. Takoder, raste tendencija
konzumacije energetskih napitaka medu vojnicima i sportasima (lvanci¢, 2017). Sportske
organizacije tumace kafein kao jedan od zabranjenih stimulansa ziv€anog sustava, medutim
koncentracija od 12 pg/l u urinu je dopustena normalna dnevna razina (Patil, 2012).

Koncentracije iznad navedene definiraju se kao doping (Ivanci¢, 2017).
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2.3. Metode odredivanja

Za odredivanje sadrZaja kafeina u hrani, bioloSkim uzorcima, farmaceutskim proizvodima
primjenjuje se nekoliko metoda kao $to su UV/Vis spektroskopija, teku¢inska kromatografija
visoke djelotvornosti (HPLC), nuklearna magnetska rezonancija (NMR), kapilarna
elektroforeza, tankoslojna kromatografija (TLC), plinska kromatografija, elektrokemijske

tehnike i slicno (Tadesse i sur., 2013).

2.3.1. HPLC metoda

HPLC podrazumijeva kromatografiju koja omogucuje identifikaciju, razdvajanje i kvantitativno
odredivanje vrlo kompleksnih smjesa. Temelji se na razli€itoj raspodieli supstance izmedu dvije
faze (mobilne i stacionarne). Mobilna faza je polarna, a stacionarna nepolarna. NajceSée
primjenjivane vodeno-organske smjese za mobilnu fazu su metanol, acetonitril ili kombinacija
navedenog. Od ostalih metoda razlikuje se zbog izlozenosti mobilne faze djelovanju visokog
tlaka. Njime se postize kontinuirani protok mobilne faze i razvija dinamic¢ka ravnoteza sa
stacionarnom fazom $to osigurava dobru raspodjelu komponenti u analiziranom uzorku. HPLC
sistem sastoji se od pumpe, kolone, detektora (najéeSce UV/Vis detektor) (Bankovi¢, 2016).
Metoda je vrlo pouzdana i precizna. Skupa oprema i sloZzenost samog instrumenta

onemogucava njegovu primjenu u manjim industrijskim laboratorijima (Patil, 2012).

2.3.2. Spektroskopija

Spektroskopija je jedna od naj¢esc¢e primjenjivanih tehnika za analizu tvari. Upotrebljavaju se
za analizu razli¢itih spojeva u jednostavnim i sloZzenim uzorcima (Bhawani i sur., 2015).
Spektroskopijom se dobivaju informacije o uzoraka na osnovi djelovanja elektromagnetskog
zraCenja analiziranog uzorka. Razlikuje se infracrvena, ultrazvuéna, fluorescentna
spektroskopija i nuklearna magnetska rezonancija. Osim §to spektroskopske metode
analiziraju valove, razlikuje se i spektrometrija mase koja prouc€ava Cestice (Butorac i sur.,
2013). Postupak je brz, jeftin, jednostavan i osigurava visoku to€nost rezultata (Bhawani i sur.,
2015).

2.3.3. Elektrokemijske metode

Elektrokemijska metoda je analitiCka tehnika koja se primjenjuje u razli€itoj industriji. Prednost

su joj osjetljivost, toCnost, preciznost i selektivnost. Analiza je brza, a instrumenti relativho
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jeftini. Pojedine elektrokemijske metode baziraju se na principu kontinuirane promjene

primijenjenih potencijala u okolini elektroda-otopina i izmjerene struje (Farghaly i sur., 2014).

Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (CV) Cesto se primjenjuje za prouCavanje redoks reakcija i dobivanje
informacija o kemijskim reakcijama. Temelji se na brzom pronalasku napona Ciji smjer
pronalaska je obrnut, a rezultiraju¢a struja biljeZi primijenjeni potencijal radne elektrode.
(Farghaly i sur., 2014). Kod ciklicke voltametrije signal pobude je linearno rastuci potencijal.
Signal odziva daje specifiCan oblik s anodnim i katodnim vrhom. GrafiCki prikaz odziva naziva
se cikli¢ki voltamogram. Visina strujnog odziva ovisi o broju razmijenjenih elektroda po Cestici
(2), koncentraciji elektroreduktanta u otopini (co), 0 povrsini radne elektrode (A) i Cimbenicima

koji odreduju brzinu difuzije.

U povratnom posmiku dolazi do razvoja oksidacije produkta elektrodne reakcije redukcije. U
signalu odziva oblikuje se anodni vrh. Cikli€ki voltagram karakterizira omjer visine polaznog i
povratnog vala te razlika potencijala vrhova katodnog i anodnog vala. Za reverzibilni elektrodni
proces razlika potencijala vrha katodnog (Epx) i anodnog (Ep2) vala prikazan je Jednadzbom
1

pk — Ep,a = 7 [mV] (1)

Omijer struje vrha vala prikazano je Jednadzbom 2:
Pko_q ()

Na Slici 3. prikazan je naCin obrade ciklickog voltamograma i mjerenje visine katodnog i
anodnog vala. Omjer struje vala katodnog i anodnog vala nije ovisan o brzini promjene

potencijala (v). Odstupanje od jedinice ukazuje da proces nije reverzibilan (Piljac, 2010).
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Slika 3. Graficki prikaz ciklickog voltamograma (Piljac,2010)

Navedeni parametri koriste se kao kriteriji reverzibilnosti elektrodnog procesa (redukcije i
oskidacije):

o Epxi Epane ovisi o brzini promjenje potencijala (v),
o Epx—Epaje 57/zmV, pri 25 °C ne ovisi 0 v,
o k! lhaje 1, neovisiov,

o I,/ v ne ovisio v (Piljac, 2010).

Osjetljivost metode moZze se odrediti pomocu linearnosti, granice detekcije i granice
kvantifikacije. Granica detekcije je najmanja koli€ina analita koja se moZe ustanoviti u
uzorku, a prikazana je Jednadzbom 3:

kS
LOD = - (3)

gdiesu: k-3
S — signal slijepe probe

b — nagib pravca (Jakobek Barron, 2017).
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Granica kvantifikacije (LOQ) je najmanja koli€ina analita u uzorku koja se moze odrediti

uz odgovarajucu to€nost i preciznost a prikazana je Jednadzbom 4:

kS
LOD = - (4)

gdjesu: k-10
S — signal slijepe probe

b — nagib pravca (Jakobek Barron, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak rada

Zadatak ovog diplomskog rada bio je:

o ispitati utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije, brzine polarizacije, promjene pH

osnovnog elektrolita i koncentracije na elektrokemijska svojstva kafeina,

o primijeniti elektrokemijsku tehniku ciklicke voltametrije na karakterizaciju kafeina u

uzorku dodatka prehrani.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Priprema otopina

Otopina 0.1 mol L' acetatnog pufera (AcB) pri pH 4 upotrijebila se kao osnovni elektrolit za

provodenje cikliCke voltametrije.

Standardna otopina kafeina u koncentraciji 1,04 - 102 mol L™ pripravljena je u ultradistoj vodi.

Otopina je €uvana u hladnjaku pri 4 °C.
Kafein (My Protein,UK) kao uzorak dodatka prehrani otopljen je u 200 ml ultradiste vode.
3.2.2. Ciklicka voltametrija

Kompjuterski kontrolirani sustav potenciostat pAutolab (Eco-Chemie, Utrecht, Nizozemska)
koristio se za mjerenje primjenom ciklicke voltametrije (Slika 4). Mjerenja su provedena pri
sobnoj temperaturi. Za elektrokemijsko mjerenje koristila se komercijalna "screen printed”
ugljikova elektroda na koju je nanesen sloj karboksiliranih jednostjen€anih ugljikovih
nanoCestica (engl. Carboxylated Single-Walled Carbon Nanotubes, SWCNT elektroda), od
tvrtke DropSens, Spanjolska. Elektroda predstavlja tro-elektrodni sustav u kojem je radna

elektroda SWCNT-COOH/ugljik, pomoc¢na sloj ugljika i referenta elektroda sloj srebra.

Osjetljivost metode izrazila se pomocu linearnosti, granice detekcije i granice kvantifikacije.

Slika 4. Potenciostat za mjerenje voltametrijskim tehnikama
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3. Eksperimentalni dio

Eksperimentalni uvjeti primijenjeni na analizu ciklickom voltametrijom prikazani su Tablicom
1.

Tablica 1. Eksperimentalni parametri za cikliCku voltametriju

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

Brzina polarizacije (mV/s) 5

Sadrzaj kafeina u uzorku dodatka prehrani dobiven je na osnovi kalibracijske krivulje i izrazen

je kao miligrami po tableti (mg / tableta) na temelju 3 provedena mjerenja.
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4. REZULTATI



4.1. Elektrokemijsko ponasanje kafeina
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Slika 5. Ciklicki voltamogram standardne otopine kafeina (¢ =1 -10°3 mol L") u 0,1
mol L' acetatnom puferu pH 4 snimljen pri eksperimentalnim

uvjetima kao u Tablici 1
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Slika 6. Utjecaj promjene pH vrijednosti elektrolita na ciklicke voltamograme
standardne otopine kafeina (¢ =1 -10 mol L") u 0,1 mol L-! acetatnom puferu pH 4
(crno), pH 5 (crveno), pH 6 (plavo), pH 3 (zeleno) snimljene pri eksperimentalnim

uvjetima kao u Tablici 1
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Slika 7. Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na ciklicki voltamogram standardne
otopine kafeina (¢ =1 103 mol L-') u 0,1 mol L' acetatnom puferu pH 4 snimljen pri

eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 1
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Slika 8. Utjecaj brzine polarizacije na na ciklicki voltamogram standardne otopine
kafeina (¢ =1 -10° mol L") u 0,1 mol L-! acetatnom puferu pH 4 snimljen pri

eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 1

Slika 9. Ovisnost strujnog odziva o brzini polarizacije
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Slika 10. Kalibracijska krivulja otopine kafeina
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Slika 11. Ovisnost naboja, Q o promjeni koncentracije otopine kafeina




4.2. Elektrokemijsko ponasanje uzorka dodatka prehrani
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Slika 12. Cikli¢ki voltamogrami uzorka dodatka prehrani (a-DF 100, b-DF 50, c-DF

25, d-10, e-DF 5) snimljeni pri eksperimentalnim uvjetima kao u Tablici 1
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Slika 13. Cikli¢ki voltamogrami obogacivanja uzorka dodatka prehrani (DF 10) (crno
bez dodatka kafeina, crveno s dodatkom kafeina) snimljen pri eksperimentalnim

uvjetima kao u Tablici 1



5. RASPRAVA



U ovom diplomskom radu istrazeno je elektrokemijsko ponasanje otopine kafeina primjenom
ciklicke voltametrije. Ispitan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije, utjecaj pH vrijednosti
osnovnog elektrolita, utjecaj brzine polarizacije i utjecaj promjene koncentracije otopine
kafeina. Nadalje, razvijena elektrokemijska tehnika primijenjena je na identifikaciju i

kvantifikaciju kafeina u uzorku dodatka prehrani.

5.1. Elektrokemijsko ponasanje standardne otopine kafeina

Na Slici 5 prikazan je cikli¢ki voltamogram standardne otopine kafeina (¢ =1 - 10° mol L") na
komercijalnoj "screen printed" elektrodi u 0,1 mol L' acetatnom puferu pH 4 te se uocava
jedan jasno izraZeni anodni strujni odziv na potencijalu od 1,1 V vs. Ag/AgCI i odsustvo
katodnog strujnog pika Sto govori o moguéem ireverzibilnom procesu na povrSini radne

elektrode.

Nadalje, ispitan je utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita na ciklicke voltamograme
standardnu otopinu kafeina (¢ =1 - 10 mol L") na komercijalnoj "screen printed" elektrodi u
0,1 mol L"" acetatnom puferu pH vrijednosti od 3 do 6 (Slici 6). Uo¢ava se jedan jasno izrazeni
anodni strujni pik i odsustvo katodnog strujnog pika pri svim ispitanim pH vrijednostima. NajviSi
strujni odziv uoCava se pri pH 6, a najnizi pri pH 3 te je za istrazivanje elektrokemijskog
ponaSanja u ovom radu odabrana vrijednost pH 4. Ova pH vrijednost je izabrana zbog lakse
usporedbe rezultata s literaturnim referencama jer su drugi autori u svojim istrazivanjima
koristilipH 4 i pH 5 (Hansen i Dryhurst, 1971; Sontag i Kral, 1979; Zen i sur., 1998.; Spataru i
sur., 2002.; Campean i sur., 2011.; Tadesse i sur., 2013,; Svorc, 2013.; Torres i sur., 2014.;
Redivo i sur., 2018.). Ciklicki voltamogrami standardne otopine kafeina u razli¢itim pH
vrijednostima pokazuju porast strujnog odziva s povecanjem pH vrijednosti (od 3 do 6)

(Hansen i Dryhurst, 1971; Spataru i sur., 2002.; Campean i sur., 2011.; Tadesse i sur., 2013.).

Zatim je ispitan utjecaj brzine polarizacije prikazan na Slici 8 i Slici 9. Utjecaj brzine
polarizacije ispituje se s ciliem istrazivanja kinetike kemijske reakcije na povrSini radne
elektrode. Iz cikli¢ih voltamograma (Slika 8) uoCava se da porastom brzine polarizacije (od 10
do 200 mV s™) raste anodni strujni odziv i neznatno se mijenja potencijal prema pozitivnijim
vrijednostima ( oko 2-3 mV) Sto govori o ireverzibilnosti procesa na povrSini radne elektrode.
Takoder, ovisnost struje pika i korijena brzine polarizacije (Slika 9) daje vrijednost koeficijenta

korelacije (R?) 0,99 $to govori da se na povrsini radne elektrode odvija proces oksidacije



otopine kafeina i da je proces difuzijski kontroliran, $to su isto primijetili autori Amare i Aklog
(2017).

Mehanizam oksidacije otopine kafeina su ispitivali i autori Hansen i Dryhurst (1971.) te su
zakljucili da se proces oksidacije odvija pri izmjeni Cetiri protona i Cetiri elektrona (4 H* - 4 e").
Takoder, grupa autora Tedessi i suradnici (2013.) su predlozili mehanizam oksidacije otopine
kafeina koji se odvija u dva koraka. U prvom koraku se odvija 2H*, 2e" oksidacija veze s C-8
na N-9 dajuéi supstituiranu mokracnu kiselinu te se u drugom koraku odvija 2H*, 2e” oksidacija

na 4,5-diol analogu mokracéne kiseline koja se vrlo brzo raspada (Slikom 14).

o]
CH3 CHgs
H3C\ N
N +H2 +H20
o]
2H+ H+ -2e
o N N N N\
OH
| | | !
CHs CH, CHs

Slika 14. Mehanizam elektrokemijske reakcije otopine kafeina na povrsini radne elektrode
(Tedesse i sur., 2013)

Ispitan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na ciklicke voltamograme standardne
otopine kafeina (Slici 7). |z prikaza cikli¢kih voltamograma standradne otopine kafeina (¢ = 1
- 10 mol L") na komercijalnoj "screen printed" elektrodi u 0,1 mol L' acetatnom puferu pH 4
uoCava se opadanje strujnog odziva pri drugoj i treéoj polarizaciji te pomak elektrodnog
potencijala prema veéim vrijednostima elektrodnog potencijala kao i odsustvo katodnog
strujnog odziva. Smanjenje iznosa anodnog strujnog odziva povezano je s moguéim
nastankom oksidacijskih produkata na povrSini radne elektrode te je difuzija molekula iz
otopine kafeina otezana prema povrsini radne elektrode (Spataru i sur., 2002; Campeani sur.,
2011; Tadesse i sur., 2013; Amare i Aklog, 2017).

Da bi se mogao odrediti sadrzaj kafeina u realnim uzorcima ispitivan je utjecaj koncentracije
na cikliCke voltamograme standardne otopine kafeina te je kreirana kalibracijska krivulja (Slika
10 i 11). Kalibracijska krivulja standardne otopine kafeina kreirana je na osnovi ovisnosti

masene koncentracije o anodnom strujnom odzivu u rasponu koncentracija od 0,9 do 583 mg
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L' te se uocava linearni porast anodnog strujnog odziva povec¢anjem koncentracije analita
(Jednadzba 2):

I, (uA) = 0,2183y (mg L") + 5,4545 (2)

i koeficijent korelacije 0,9999. Osijetljivost primijenjene elektrokemijske tehnike izrazena je
preko granice detekcije koja iznosi 4,4 mg L™ i granice kvantifikacije koja iznosi 14,8 mg L.
Takoder, kreirana je i kalibracijska krivulja na osnovi ovisnosti elektrodnog naboja o promjeni

koncentracije standardne otopine kafeina (Slika 11, Jednadzba 3).

Q (uC) = 0,1218 ¢ (umol L™1) + 79,741 (3)

Koeficijent korelacije iznosi 0,9998, granica detekcije 52,18 umol L' i granica kvantifikacije
173,9 umol L.

5.2. Elektrokemijska karakterizacija uzorka dodatka prehrani

Elektrokemijska metoda, ciklicka voltametrija primijenjena je na istraZivanje elektrokemijskog
ponasanja realnog uzorka koji sadrzi kafein. Uzorak dodatka prehrani pripremlien je za
elektrokemijsku karakterizaciju prema opisu u poglaviju 3.2.2 Priprema otopina te su

primijenjeni eksperimentalni uvjeti iz Tablice 1.

Ispitan je utjecaj razliCitog razrjedenja (DF) koji je iznosio 100, 50, 25, 10 i 5 (Slika 12) na
ciklicke voltamograme uzorka dodatka prehrani na komercijalnoj ,screen printed” elektrodi u
0.1 mol L™ acetatnom puferu pH 4. Cikli¢ki voltamogrami ispitanog uzorka pokazuju opadanje
anodnog strujnog odziva i odsustvo katodnog strujnog odziva poveéanjem razrjedenja ispitane
otopine odnosno najnizi strujni odziv prisutan je pri DF 5, a najvisi pri DF 100 te je stoga izabran
za daljnju analizu DF 10. Na Slici 13 prikazan je cikli¢ki voltamogram uzorka dodatka prehrani
(DF 10) te se uoCava jedan jasno izrazeni anodni pik pri potencijalu 1,2 V i odsustvo katodnog

strujnog odziva kao 5to se uo€ava kod standardne otopine kafeina (Slika 5).

Nadalje, provela se identifikacija kafeina i potvrdila njegova prisutnost u uzorku obogacivanjem
realnog uzorka s poznatom koncentracijom standarda kafeina (¢ = 1,92 - 103 mol L"). Na Slici
13 prikazani su cikli¢ki voltamogrami realnog uzorka prije i nakon dodatka standarda kafeina

te se jasno uoCava znacajni porast anodnog strujnog odziva realnog uzorka nakon dodatka
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standarda kafeina, dok se potencijal pika (1,2 V) vrlo malo pomakao prema pozitivhim
vrijednostima (oko 2-3 mV) te se u oba ciklicka voltamograma uocCava odsustvo katodnog
strujnog odziva. Pomak potencijala oksidacije vjerojatno je posljedica adsorpcije oksidacijskih
produkata na povrSini radne elektrode. Iz ciklickih voltamograma prikazanih na Slici 13
nedvojbeno se moze zakljuCiti da se anodni strujni odziv odnosi na oksidaciju kafeina

prisutnog u uzorku dodatka prehrani.

Odredivanje sadrzaja kafeina u realnom uzorku provelo se na osnovi kalibracijskih krivulja i
jednadzbi pravaca te sadrzaj kafeina u realnom uzorku iznosi 210,45 £ 10 mg / tableti.
Deklarirani sadrzaj kafeina u ispitanom uzorku dodatka prehrani iznosi 200 mg. Dobiveni
sadrZaj kafeina u dodatku prehrani u skladu je s deklariranim sadrZzajem te se ciklicka
voltametrija pokazala primjenjivom za karakterizaciju elektrokemijskog ponaSanja kafeina,

istraZivanje elektrokemijske oksidacije te za identifikaciju i kvantifikaciju u realnom uzorku.
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6. ZAKLJUCCI



6. Zaklju&ci

Na osnovi istrazivanja provedenih u ovom diplomskom radu moze se zakljuditi:

Cikli¢ki voltamogram standardne otopine kafeina otopinu kafeina (¢ =1 - 10 mol L)
na komercijalnoj "screen printed" elektrodi u 0,1 mol L™ acetatnom puferu daje prikaz

anodnog strujnog pika.

Pri svim ispitivanim pH vrijednostima (od 3 do 6) osnovnog elektrolita; cikliCki
voltamogrami standardne otopine kafeina (¢ = 1 - 10 mol L") daju jasan prikaz

anodnog strujnog pika te pokazuju porast strujnog odziva kako raste pH vrijednost.

Istrazivanje elektrokemijskog ponasanja provodilo se pri vrijednosti pH 4 radi lakSe

usporedbe s literaturnim rezultatima.

Utjecaj brzine polarizacije daje prikaz ciklickih voltamograma na kojima se uoCava
ireverzibilnost procesa na povrsini radne elektrode (strujni odziv opada pri drugoj i

tre€oj polarizaciji).

Takoder, na povrSini radne elektrode odvija se proces oksidacije otopine kafeina to

su uodili i autori u prethodno navedenoj raspravi.

Ispitivanjem utjecaja koncentracije dobiveni su ciklicki voltamogrami standardne
otopine kafeina te je pomocu njih napravljena kalibracijska krivulja koja pokazuje

linearni porast anodnog strujnog odziva poveéanjem koncentracije analita.

Provedbom razli¢itih razrjedenja (DF) na ciklicke voltamograme uzoraka dodataka
prehrani mogu se jasno uoCiti najnizi i najvidi strujni odzivi te je za daljnju analizu
izabran DF 10.

Kod cikli¢kih voltamograma realnog uzorka prije i nakon dodatka standarda primjecuje
se odsustvo katodnog strujnog odziva te se uo€ava znacajni porast anodnog strujnog
odziva realnog uzorka koji se odnosi na oksidaciju kafeina prisutnog uzorku dodatka

prehrani.

Ciklicka voltametrija pokazala se primjenjivom na identifikaciji i kvantifikaciji kafeina u

uzorku dodatka prehrani jer je u skladu s deklariranim sadrzajem
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