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Bezalkoholni napitci su zasladena, esto aromatizirana pica na bazi vode ¢ija je osnovna
funkcija hidracija organizma. Postali su neizostavni dio proizvoda koji se konzumiraju na
raznim drustvenim dogadajima radi osvjezenja i uzitka. Takvi napitci mogu sadrzavati sastojke

kao Sto su sladila, arome, bojila, konzervanse te kafein.

Kafein je organska molekula sastavljena od ugljika, vodika, duSika i kisika. Prirodno se
pojavljuje u velikom broju biljnih vrsta od kojih se neke koriste za pripravu razli¢itih proizvoda.
Od prehrambenih proizvoda najveci sadrzaj kafeina je u kavi, Caju, gaziranim napitcima,
cokoladi 1 proizvodima od cokolade, energetskim napitcima i dodatcima prehrani.
Farmakoloski je aktivna tvar i utjecaj na organizam ovisi o koncentraciji u kojoj se unese, te su
najces¢i ucinci kafeina smanjenje umora, povecanje budnosti 1 bolja usredotocenost (Carvalho

i sur., 2012; Heckman i sur., 2010; Komes i sur., 2009; Nawrot i sur., 2003).

Za karakterizaciju kafeina su razvijene razli¢ite instrumentalne tehnike kao S$to su
spektrofotometrijske, kromatografske te elektrokemijske metode. Jedna od najcesée koristenih
tehnika za odredivanje kafeina je visoko ucinkovita tekuéinska kromatografija jer je vrlo
precizna i tocna, medutim sve ¢eSce se primjenjuju i elektrokemijske metode, kao Sto su
voltametrijske, zbog njihove brzine, osjetljivosti 1 ekonomicnosti. Od voltametrijskih metoda
najceS¢e se primjenjuju pravokutnovalna voltametrija (SWYV), diferencijalna pulsna
voltametrija (DPV) 1 ciklicka voltametrija (CV). Pravokutnovalna voltametrija, jedna od
najbrzih voltametrijskih metoda, karakterizirana je velikom brzinom polarizacije i visokom
osjetljivosti. U elektrokemijskoj analizi koristi se za karakterizaciju elektroaktivnih tvari u
realnim uzorcima zbog mogucnosti detekcije niskih koncentracija, uvida u mehanizam

elektrokemijske oksidacije/ redukcije i slicno (Redivo i sur., 2018; Wang i sur., 2014).

Cilj ovog diplomskog rada je pronaci povoljne eksperimentalne uvjete i ispitati mehanizam
oksidacije kafeina na povrSini dijamantne elektrode s primjesama bora u uzrocima gaziranih

bezalkoholnih napitaka primjenom pravokutnovalne voltametrije.
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2.1. BEZALKOHOLNI NAPITCI

Bezalkoholni napitci, iako ne postoji opée prihvacena definicija, mogu se definirati kao
zasladena pica na bazi vode koja imaju uravnotezenu kiselost (Slika 1). UnatoC tome Sto se ti
napitci oznaCavaju kao bezalkoholni, mogu sadrzavati do 0,5 % alkohola po volumenu

(Ashurst, 2016; WEB 1).

-----

1 namjeni napitaka mogu sadrzavati druge sastojke kao Sto su ugljikov dioksid, konzervansi,

vitamini, minerali, antioksidansi, kafein, hidrokoloidi i slicno (Kregiel, 2015; Shachman, 2004).

Bezalkoholni napitci se, ovisno o nacinu proizvodnje i sastojcima koje sadrze, mogu podijeliti
na vise kategorija. NajceSce se dijele na napitke za izravnu upotrebu i koncentrirane napitke.
Koncentrirani napitci su spremni za konzumaciju nakon razrjedivanja vodom, to su najcesce
vo¢ni sirupi. Napitci za izravnu uporabu se dijele na gazirane i negazirane, odnosno one koji

sadrze ugljikov dioksid i one koji ga ne sadrze (Rao 1 Ramalakshmi, 2011; Tireki, 2021).

Slika 1 Bezalkoholni napitci (WEB 2)

2.2. KAFEIN

Kafein, 1H-purin-2,6-dion ili 1,3,7-trimetilksantin prema [UPAC nomenklaturi, je organska
molekula koja se sastoji od ugljika, vodika, dusika i kisika (Slika 2). Kafein je zajedno sa
teobrominom i teofilinom prirodni alkaloid iz grupe metilksantina (Carvalho i sur., 2012). Na
sobnoj temperaturi je u obliku bezbojnog kristalnog praha koji nema mirisa 1 gorkog je okusa
(Tarka i Hurst, 1998). Kafein ima molekularnu masu 194,19 gmol™!, sublimira na temperaturi

od 178 °C, a tali se na 236 °C pri atmosferskom tlaku (Mumin i sur., 2006).
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Slika 2 Kemijska struktura kafeina (preuzeto iz Tadesse 1 sur, 2013)

Kafein se prirodno pojavljuje u lis¢u, sjemenkama ili plodovima od preko 63 biljnih vrsta, a po
koncentracijama je najzastupljeniji u sjemenkama kave (Coffea spp.), liS¢u caja (Camellia
sinensis), bobicama guarane (Paullinia cupana), kola orasc¢i¢ima (Cola nitida), 1is¢u yerba-
maté (llex paraguariensis) 1 sjemenkama kakaovca (Theobroma cacao) (Komes 1 ostali, 2009;
Nour i sur., 2008). U ovim biljkama kafein djeluje kao prirodni insekticid jer ima Stetan u¢inak
na kukce koji se njima hrane (Svorc, 2013). Koncentracija kafeina varira ovisno o vrsti,
uvjetima uzgoja 1 porijeklu biljke, pa tako bobice guarane sadrze prosjecno 4 — 7 % kafeina,

vvvvv

%, te sjemenke kakaovca 0,03 % (Patil, 2012).

Od prehrambenih proizvoda najvise kafeina sadrze kava, Caj, gazirani napitci, cokolada i
proizvodi od Cokolade, energetski napitci 1 dodatci prehrane, te se nalazi u odredenim
lijekovima (Heckman i sur., 2010). Koli¢ina kafeina u kavi i ¢aju moze biti promjenjiva ovisno
o nacinu pripreme napitka i trajanju termicke obrade, dok je koli¢ina u proizvodima u koje se
kafein dodaje kao sastojak konstantna (Smith, 2005). Proizvodaci tvrde da se kafein u gazirane
napitke dodaje kao poboljsiva¢ okusa, medutim mali broj potrosaca moze osjetiti razliku u
okusu izmedu napitaka koja sadrze kafein i onih koja ga ne sadrze, $to moze dovesti do
zakljucka da se kafein dodaje u gazirane napitke jer ima blagi ucinak da inducira Zelju za

konzumiranjem istog (Keast i Riddell, 2007).

Kafein je farmakoloski aktivna tvar €iji utjecaj na ljudsko zdravlje ovisi o koncentraciji u kojoj
se unese u organizam. Snazan je stimulans srediSnjeg ziv€anog sustava i u umjerenim dozama
moze imati pozitivan u¢inak na organizam kao $to je smanjenje umora i povecanje budnosti te
bolja usredotocenost (Nawrot i sur., 2003). Takoder potencijalno moZe smanjiti rizik od
hepatocelularnog karcinoma, karcinoma endometrija, karcinoma debelog crijeva, Parkinsonove
bolesti te dijabetesa tipa II. Ima efekt bronhodilatacije §to smanjuje simptome astme te diuretski

ucinak na bubrege (Corciova i Ivanescu, 2014; Tadesse i sur., 2013). Kafein djeluje na
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kardiovaskularni sustav, suzava krvne zile i povecava krvni tlak te broj otkucaja srca (Grujic¢-
Leti¢ 1 sur., 2016). U ve¢im kolicinama stimulira lu¢enje zelucane kiseline ¢ime otezava
simptome ¢ireva na Zelucu 1 dvanaesniku, uzrokuje mucninu, dehidraciju 1 nervozu te mobilizira
kalcij iz stanica ¢ime dovodi do gubitka kostane mase (Torres i sur., 2014; Corciova i Ivanescu,
2014). Unato¢ tome, ukoliko se unosi u organizam umjereno, kafein nema znacajne Stetne

ucinke i smatra se da nije tvar koja izaziva ovisnost jer su efekti odvikavanja slabi i1 prolazni

(Smith, 2005).
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2.2.1. TEHNIKE ODREDIVANJA KAFEINA U REALNIM
UZORCIMA

Zbog velike zastupljenosti u razli¢itim prehrambenim i farmaceutskim proizvodima postoji
povecana potreba za pracenjem koncentracije kafeina u istim kako bi se osigurala sigurnost
hrane i1 kontrola kvalitete (Gruji¢-Leti¢ i sur., 2016; Omar i sur., 2012). Iz tog razloga postoje
brojna istrazivanja provedena u svrhu razvoja pouzdanih analitickih metoda za odredivanje
kafeina u realnim uzorcima, a neke od tih su visoko ucinkovita tekuéinska kromatografija
(HPLC, high-performance liquid chromatography), plinska kromatografija (GC, gas
chromatography), kapilarna elektroforeza (CE, capillary electrophoresis), spektroskopske
metode te elektrokemijske metode (Redivo i sur., 2018; Wang i sur., 2014).

2.3. ELEKTROKEMIJSKE METODE

Elektrokemijske metode se mogu definirati kao skupina analitickih tehnika kojima se
informacija o koncentraciji, aktivitetu ili nekom drugom svojstvu odredivane kemijske vrste
odnosno atoma, molekule ili iona dobiva na osnovi mjerenja elektri¢nih svojstava analita kao

Sto su elektriéni napon, struja, naboj, potencijal i sli¢no (Wang, 2006).

Elektrokemija kao temelj elektrokemijskih metoda analize je znanstvena disciplina koja se bavi
proucavanjem procesa unutar ionskih sustava i kemijskih reakcija koje se odvijaju pomocu
utroSka elektricne energije ili kemijskih reakcija koje sluze kao izvor elektri¢ne energije.
Takoder proucava odnose elektriciteta i kemijskih promjena odnosno zakonitosti po kojima

kemijski i elektri¢ni oblik energije prelaze jedan u drugi (Metikos-Hukovi¢, 2000).

Kemijske reakcije na kojima se bazira elektrokemija se nazivaju oksidacijsko-redukcijske
odnosno redoks reakcije. Elektrokemijske redoks reakcije se razlikuju od kemijskih redoks
reakcija po tome Sto kod kemijskih redoks reakcija reaktanti moraju biti u izravnom kontaktu

dok kod elektrokemijskih redoks reakcija ne smije biti izravnog kontakta izmedu reaktanata.

Elektrokemijske redoks reakcije se provode u elektrokemijskim ¢lancima (Celijama) ¢ije su
glavne sastavnice posudica u kojoj se nalazi vodena otopina elektrolita, te dvije elektrode

uronjene u tu otopinu odnosno elektronski vodi¢i (Skoog i sur., 2013).

Elektrokemijske metode se prema mjestu odvijanja kemijske reakcije dijele na metode kod

kojih se elektrokemijski proces odvija u otopini (,,bulk* metode) i metode kod kojih se
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elektrokemijski proces odvija izmedu elektrode i otopine (,.interfacial” metode). ,,Interfacial*
metode se nadalje mogu podijeliti na staticke (kroz elektrokemijski ¢lanak ne tecCe elektri¢na
struja) 1 dinamicke (kroz elektrokemijski ¢lanak tece elektri¢na struja) metode. Kod statickih
metoda elektri¢ni napon nastaje spontano odvijanjem elektrokemijskih reakcija na elektrodama
sve dok se ne postigne ravnotezni elektrodni potencijal. Elektrokemijski ¢lanci u kojima se
odvijaju takve promjene se nazivaju galvanski ¢lanci (Slika 3a). Kod dinamickih metoda
dovodenjem napona iz vanjskog izvora poteci ¢e elektricna struja unutar elektrokemijskog
¢lanka pri ¢emu nastaju kemijske odnosno redoks reakcije na elektrodama. Takve ¢lanke se

naziva elektrolizni ¢lanci (Slika 3b) (Harvey, 2000; Piljac, 2010).

Svi elektrokemijski ¢lanci prilikom provedbe elektroanalitickih postupaka moraju sadrzavati
najmanje dvije elektrode, radnu ili indikatorsku te pomoénu elektrodu odnosno protuelektrodu.
Svrha radne elektrode je stvaranje odzivnog signala odnosno elektricne veli¢ine koja je
analogna elektrokemijskoj reakciji koja se odvija na toj elektrodi, pri ¢emu odzivni signal
nastaje kao posljedica prisutnosti odredene molekulske vrste u otopini ili pod utjecajem signala
pobude koji se dovodi na radnu elektrodu. Mjerenjem odzivnog signala se dobiva Zeljeni
analiticki podatak o ispitivanoj otopini. Glavna uloga pomoc¢ne elektrode je uspostava toka
elektricne struje kroz clanak. Ako se u ¢lanku nalaze samo radna i pomo¢na elektroda, tada
pomoc¢na elektroda istovremeno ima ulogu referentne elektrode prema kojoj se regulira pobudni
signal ili mjeri odzivni signal. U slu¢aju tro-elektrodne Celije, kroz referentnu elektrodu ne tece
struja elektrolize 1 ona sluzi samo za regulaciju signala pobude ili odzivnog signala (Piljac,

2010).
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7

~

Anoda od
srebra

= Otap ’
/ \ topma Otopina —

\., / AgNO CnS0s C -

Otopina
AgNO;

-0 Ag]= 0.0% =
[Cu®]=0.0200 M [Ag7]=0.0200M [Cu®] = 0.0200 M [Ag"]=00200 M
Cu’(ag) + 2 =Culs) Ag(s) = Ag™(ag) + ¢

a) b)

Slika 2 Prikaz galvanskog a) i elektroliznog b) ¢lanka (preuzeto i prilagodeno iz Skoog i sur.,
2013)
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2.3.1. VOLTAMETRIJA

Voltametrija je elektroanaliticka metoda kod koje se informacija o analitu dobije mjerenjem
struje u elektrokemijskom ¢lanku kao funkcije primijenjenog napona (Skoog i sur., 2013). Taj
napon predstavlja signal pobude koji mijenja potencijal radne elektrode u odnosu na stalni
potencijal referentne elektrode, a dobivena struja izmedu radne i pomo¢ne elektrode predstavlja
signal odziva. Graficki prikaz ovisnosti struje o primijenjenom naponu se naziva voltamogram
(Harvey, 2000). Oblik 1 vremenska ovisnost amplitude signala pobude moze biti razlicita
(Piljac, 2010). Neki od najces¢ih pobudnih signala u voltametriji su linearni, diferencijalni

impuls, pravokutni val i trokutasti val (Slika 4) (Skoog i sur., 2013).

Li . Diferencijalni
(a) mnearnt g (b) impuls
E
Vrijeme —»
Vrijeme —
(c) Pravokutni (d) Trokutasti /\
val E val , / \\
E / \
\
Vrijeme —» Vrijeme —

Slika 3 Prikaz nekih pobudnih signala u voltametriji (preuzeto i prilagodeno iz Skoog i sur.,
2013)

Voltametrijska ¢elija se sastoji od tri elektrode uronjene u otopinu koja sadrzi analit te otopinu
nereaktivnog elektrolita. Na radnoj elektrodi se odvija elektrokemijska reakcija i njezin
potencijal se linearno mijenja s vremenom u odnosu na referentnu elektrodu. Potencijal
referentne elektrode ostaje konstantan tijekom reakcije. Pomoc¢na elektroda zatvara strujni krug

tako da struja u ¢lanku prolazi izmedu pomoc¢ne 1 radne elektrode. Voltamogram je slika koja
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se dobije kao rezultat provodenja voltametrijske tehnike u nekom elektroaktivnom sustavu

(Skoog i sur., 2013), a jedan od primjera voltamograma je prikazan na Slici 6.

24. PRAVOKUTNOVALNA VOLTAMETRIJA

Pravokutnovalna voltametrija je voltametrijska tehnika s izmjeni¢nim naponskim pravokutnim
signalom pobude koji je superponiran na stepenasto rastu¢i ili padajuci istosmjerni napon (Slika

5) (Wang, 2006).

t
‘ +
—| b |
E A4 l
; oz,
:2 \'rijemeit

Slika 4 Oblik naponskog signala odziva u pravokutnoj voltametriji (preuzeto 1 prilagodeno iz
Compton i Banks, 2007)

Struja se mjeri dva puta tijekom svakog pravokutnog ciklusa, jednom pri kraju trajanja
pozitivne poluperiode 1 jednom na kraju trajanja negativne poluperiode izmjeni¢nog
pravokutnog impulsa. Struja odziva se prema tome zapisuje kao razlika izmedu te dvije

poluperiode (Slika 6) (Piljac, 2010; Wang, 2006).

10
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» E

Slika 5 Oblik naponskog signala odziva u pravokutnoj voltametriji (preuzeto iz Compton i
Banks, 2007)

Racunalom vodeni mjerni uredaji omogucuju zapis struje odziva neovisno o tijeku pozitivnih,
odnosno negativnih poluperioda i njihove razlike odnosno zbroja. Rezultat mjerenja je
voltamogram koji prikazuje ukupnu struju, medutim prednost ove tehnike je Sto se ukupna

struja moze razdvojiti na uzlaznu 1 silaznu struju odnosno na anodnu 1 katodnu (Piljac, 2010).

Pobudni signal karakteriziran je visinom pulsa odnosno amplitudom pravokutnog naponskog
impulsa (AE),), korakom potencijala (AE;), Sirinom odnosno trajanjem naponskog pulsa (,) te
periodom ciklusa (#). Trajanje pulsa moze se iskazati frekvencijom pravokutnog pulsnog
signala /= 1/2¢, (Compton 1 Banks, 2007). Uobi€ajeno se rabe frekvencije pobude od 1 do 500
Hz (Piljac, 2010).

11
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3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog diplomskog rada je:

= pronac¢i optimalne eksperimentalne uvjete pravokutnovalne voltametrije 1
istraziti utjecaj eksperimentalnih uvjeta:

= viSestruke uzastopne polarizacije,

*  pH osnovnog elektrolita,

= frekvencije pobudnog signala i

= koncentracije kafeina na dijamantnoj elektrodi s primjesama bora na
elektrokemijska svojstva kafeina.

e Zatim, provesti identifikaciju i kvantifikaciju sadrzaja kafeina u uzorcima gaziranih

bezalkoholnih napitaka primjenom pravokutnovalne voltametrije.

3.2. MATERIJALI I METODE

3.2.1. Kemikalije i priprema otopina

Otopina fosfatnog pufera (PBS, phosphate-buffered saline) koristena je kao osnovni elektrolit
za provodenje pravokutnovalne voltametrije. Osnovni elektrolit je pripremljen u koncentraciji

od 0,1 mol L' razli¢itih pH vrijednosti (pH 3, 4, 51 6).

Standardna otopina kafeina pripremljena je u koncentraciji 1 - 10> mol L' u dvostruko
destiliranoj vodi. Razrjedivanjem u odgovarajucoj pH vrijednosti elektrolita su se pripremile
radne koncentracije za analizu. Standardna otopina kafeina ¢uvana je zasti¢ena od svjetla u

hladnjaku na 4 °C.
Za pripravu svih otopina koristila se ultradista voda (¢ < 0,1 pS cm™).
3.2.2. Bezalkoholna gazirana pica

Analizirani su uzorci dvije vrste bezalkoholnih gaziranih pi¢a: bezalkoholni gazirani napitak 1

(BGN 1) 1 bezalkoholni gazirani napitak 2 (BGN 2). Uzorci su kupljeni u lokalnoj trgovini.

Uzorci su prije elektrokemijske analize razrijedeni u odredenom volumenu osnovnog

elektrolita.

3.2.3. Pravokutnovalna voltametrija

Za provedbu voltametrijskih mjerenja koriSten je wuredaj potenciostat/galvanostat/

impedancijski analizator puStat-i 400 uz primjenu DropView 8400 programske podrske, verzija

13
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3.78 (Metrohm AG, Svicarska ). Potenciostat/ galvanostat/ impedancijski analizator pStat-i 400
(Slika 7) sluzio je za provedbu mjerenja pravokutnovalne voltametrije te za prikupljanje 1
analizu elektrokemijskih podataka. Mjerenja su provedena u elektrokemijskom ¢lanku tro-

elektrodnog tipa (Methrohm, Svicarska) volumena 20 mL.

Slika 7 Potenciostat/ galvanostat/ impedancijski analizator pStat-i 400 (vlastita fotografija)

Kao tro-elektrodni sustav koristila se komercijalna jednokratna elektroda koja se sastojala od
dijamantne radne elektrode s primjesama bora, pomo¢ne elektrode ugljika i referentne elektrode

srebra te srebrnih elektricnih kontakata (Slika 8).

Slika 8 Komercijalna jednokratna dijamantna elektroda dopirana borom (vlastita fotografija)

Elektrokemijska svojstva kafeina iz bezalkoholnih gaziranih napitaka ispitana su
pravokutnovalnom voltametrijom (SWV). Ispitan je utjecaj sljedecih eksperimentalnih uvjeta

na elektrokemijska svojstva kafeina i bezalkoholnih gaziranih napitaka:

e utjecaj pH otopine osnovnog elektrolita, fosfatni pufer, ¢ = 0,1 mol L'!, u rasponu od
pH3do6,

e utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije,

14
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e utjecaj frekvencija pobudnog signala: 10, 15, 20, 25, 50 Hz i
e utjecaj koncentracije kafeina i

e utjecaj bezalkoholnih gaziranih napitaka dva razliita proizvodaca.

Karakterizacija kafeina provedena je u uzorcima bezalkoholnih gaziranih napitaka (BGN), koji
su za potrebe mjerenja razrjedivani osnovnim elektrolitom (0,1 M PBS) 33 puta (DF = 33). S
ciljem identifikacije kafeina u uzorcima bezalkoholnih gaziranih napitaka proveden je postupak
standardne adicije odnosno dodatak poznate koncentracije standarda kafeina u uzorke
bezalkoholnih napitaka. Zatim je ispitan utjecaj razli¢itih koncentracija kafeina u rasponu
koncentracija od 3 - 10 do 100 - 10 mol L' na osnovi ¢ega je kreirana kalibracijska krivulja

1 s ciljem kvantifikacije odreden je sadrzaj kafeina u ispitanim uzorcima.

Eksperimentalni uvjeti SWV primijenjeni za elektrokemijsku karakterizaciju kafeina u

uzorcima bezalkoholnih napitaka prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1 Eksperimentalni uvjeti pravokutnovalne voltametrije

Parametar Iznos
Pocetni potencijal (V) 0,7
Kona¢ni potencijal (V) 1,8
Korak potencijala (mV) 2
Amplituda pulsa (mV) 50

Frekvencija (Hz) 15
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4.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE KAFEINA

4.1.1. Utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita

1,75

1,5

1/ pA

1,25

2,5 3 3,5 4 4,5
pH

55 6 6,5

Slika 9 Utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita na elektrokemijska svojstva kafeina (c =
5-107° mol L") dobiven pravokutnovalnom voltametrijom pri eksperimentalnim uvjetima

4.1.2. Utjecaj frekvencije pobudnog signala

prikazanim u Tablici 1

2,0000
1,5000 R
<
2 o .. 9"
S 1,0000 a—
y=0,1773x+0,2201
0,5000 R*=0,9575
0,0000
2 3 4 5 7 8
vf /(v st)/?

Slika 10 Ovisnost struje pika (/p) ukupnog strujnog odziva o drugom korijenu frekvencije

pobudnog signala (')
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4.1.3. Utjecaj koncentracije kafeina na elektrokemijsko ponaSanje

1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8
E/Vvs. Ag/ AgCl
3:10-6 molL-1 5-10-6 molL-1 1-10-5 mollL-1
e 5 + 10-5 molL-1 =7 + 10-5 molL-1 =1 - 10-4 molL-1
=3 + 10-4 molL-1 =5 - 10-4 molL-1 =1 - 10-3 molL-1

1,9

Slika 11 Utjecaj koncentracije kafeina na SW voltamograme dobiven prema uvjetima iz

Tablice 1
1,20000
100000 | Y
e
o8000 ( e
< | e
e e
S 0,60000 I
= P y = 0,0083x 40,4281
0,40000 | ® R?=0,9911
0,20000
0,00000
0 10 20 30 40 50 60 70 80
¢/ umol L1

Slika 12 Ovisnost struje pika (/p) ukupnog strujnog odziva o koncentraciji (¢) otopine kafeina
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4.1.4. Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije

1,2

1

0,8

0,6

1/ pA

0,4

0,2

0

1 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
E/V vs. Ag/ AgCl

Slika 13 Utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na SW voltamograme otopina kafeina, ¢ =
5-10°mol L' u 0,1 mol L"! PBS puferu pH 3. Na slici su prikazani ukupni strujni odzivi

(A
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4.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE BEZALKOHOLNIH
GAZIRANIH PICA

0,55

0,25

0,2

1 1,05 1,1 1,15 1,2 1,25 1,3 1,35 1,4
E/V vs. Ag/ AgCl

Slika 14 Pravokutnovalni voltamogram bezalkoholnog gaziranog napitka 1 (BGN 1), DF=33,
u 0,1 mol L! PBS puferu pH 3 pri eksperimentalnim uvjetima prikazanim u Tablici 1.

0,55

1 1,1 1,2 1,3 14
E/Vvs. Ag/ AgCl

Slika 15 Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na SW voltamograme bezalkoholnog
gaziranog napitka 1 (BGN 1), DF=33, u 0,1 mol L"! PBS puferu pH 3.
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1,250
1,000 "
N S
0,750
0,500 ¢
y=0,0072x+0,5286
R?=0,9931

0,250

0,000

] 10 20 30 40 50 60 70 80
¢/ pmol L1

Slika 16 Obogacivanje bezalkoholnog gaziranog napitka 1 (BGN 1), DF=33, poznatim
koncentracijama kafeina

0,6
0,55
0,5

0,45

1/pA
o
=y

0,35
0,3

0,25

0,2
1 1,1 1,2 1,3 1,4 15

E/Vvs. Ag [AgCl

Slika 17 Pravokutnovalni voltamogram bezalkoholnog gaziranog napitka 2 (BGN 2), DF=33,
u 0,1 mol L' PBS puferu pH 3 pri eksperimentalnim uvjetima prikazanim u Tablici 1.
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0,6
0,55

0,5
0,45 \

o \\-‘/

0,35

1/ A

0,3

0,25

0,2
1 1,05 1,1 1,15 1,2 1,25 1,3 1,35 14 1,45 15

E /V vs. Ag /AgCl

Slika 18 Utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na SW voltamograme bezalkoholnog
gaziranog napitka 2 (BGN 2), DF=33, u 0,1 mol L' PBS puferu pH 3.

1,200
1,100
:
£ '
-

0,700 i
0,600 IR y = 0,0074x+0,5357

- R?=0,9951
0,500

0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

HA

I
@

0 10 20 30 40 50 60 70 80
¢/ pmol L1

Slika 19 Obogacivanje bezalkoholnog gaziranog napitka 2 (BGN 2), DF=33, poznatim
koncentracijama kafeina
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U ovom diplomskom radu ispitana su elektrokemijska svojstva kafeina u bezalkoholnim
gaziranim napitcima 1 i 2 primjenom pravokutnovalne voltametrije. Ispitan je utjecaj viSestruke
uzastopne polarizacije, pH vrijednosti osnovnog elektrolita, frekvencije pobudnog signala i
koncentracije kafeina na elektrokemijsku oksidaciju kafeina. Ispitivanje je provedeno na
komercijalnoj dijamantnoj elektrodi s primjesama bora kao radnoj elektrodi, ugljiku kao
pomoc¢noj elektrodi 1 Ag/AgCl kao referentnoj elektrodi. Kao osnovni elektrolit koristio se
0,1M fosfatni pufer. Pravokutnovalna voltametrija odabrana je kao elektrokemijska tehnika jer
je brza, osjetljiva, precizna, ne zahtjeva znacajnu pripravu uzoraka i ekonomicna je. Kafein je
elektroaktivna tvar jer moZe oksidirati tijekom elektrokemijskog procesa te je iz toga razloga

pogodna za elektrokemijsko istrazivanje.

5.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE KAFEINA

Primjenom pravokutnovalne voltametrije ispitan je utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita
na elektrokemijsko ponaganje standarda kafeina koncentracije 5 - 10 mol L, §to je graficki
prikazano kao ovisnost pH o struji pika elektrokemijske oksidacije kafeina (Slika 9). 1z Slike
9 moze se uociti najvisi strujni odziv kafeina pri pH 3 dok se pri ostalim ispitanim pH
vrijednostima  strujni odziv smanjuje, stoga je pH 3 izabran za daljnja ispitivanja
elektrokemijske oksidacije kafeina, a u skladu je s literaturnim referencama (Redivo 1 sur.,

2018; Tadesse i sur., 2013; Tom¢ik 1 sur., 2012; Wang i sur., 2014).

Na Slici 10 prikazan je utjecaj frekvencije pobudnog signala u otopini kafeina (¢ =5 - 10~ mol
L") u 0,1M PBS, pH 3, za frekvenciju od 10 do 50 Hz. MoZe se uo¢iti linearni porast strujnog
odziva u ovisnosti o korijenu frekvencije pobudnog signala. Frekvencija pobudnog signala ili
efektivna brzina polarizacije je jedan od parametara kinetike elektrokemijskog procesa te je kao

efektivna brzina polarizacije odabrana frekvencija od 15 Hz za daljnje istrazivanje.

Na Slikama 11 1 12 prikazan je utjecaj koncentracije kafeina na elektrokemijsko ponasanje
kafeina. Iz pravokutnovalnih voltamograma na Slici 11 moze se uociti povecanje ukupnog
strujnog odziva i pomak elektrodnog potencijala prema pozitivnijoj vrijednosti uslijed porasta
ispitanih koncentracija u rasponu od 3 - 10 do 5 - 10* mol L'}, §to govori o tome da se na
povrsini radne elektrode stvaraju oksidacijski produkt/i te je difuzija elektroaktivne tvari iz

otopine otezana. Kalibracijska krivulja na Slici 12 kreirana je na osnovi pravokutnovalnih
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voltamograma sa Slike 11, odnosno na osnovi ovisnosti raspona mnozinskih koncentracija o
ukupnom strujnom odzivu. Uodava se linearnost u podruéju koncentracija 3 - 10°mol L™ do 1
- 10*mol L, te porast strujnog odziva pove¢anjem koncentracije analita. Dobila se jednadzba

linearne regresije (1):

I(pA) = 0,0073c(wmolL ™"y + 0,4452 (1)

s koeficijentom korelacije 0,9796. Osjetljivost primijenjene elektrokemijske tehnike izrazena
je preko granice detekcije (LOD, limit of detection) koja iznosi 31,53 umol L i granice
kvantifikacije (LOQ, limit of quantification) koja iznosi 95,55 pmol L' (Svorc, 2013).

Nadalje, ispitan je utjecaj viSestruke wuzastopne polarizacije kafeina primjenom
pravokutnovalne voltametrije. UoCava se jedan jasno izrazeni pik na potencijalu oko 1,3 V te
opadanje ukupnog strujnog odziva pri drugoj i trecoj polarizaciji kao i pomak elektrodnog
potencijala prema vecim vrijednostima elektrodnog potencijala (Slika 13). Nastanak
oksidacijskih produkata koji otezavaju difuziju molekula iz otopine kafeina prema povrsini
radne elektrode je vjerojatan razlog smanjenja ukupnog strujnog odziva (Campean i sur., 2011;

Tadesse i sur., 2013; Wang i sur., 2014).

Hansen 1 Dryhurst (1971) bili su prvi znanstvenici koji su istrazivali elektrokemijsko ponasanje
kafeina te su zakljucili da se proces oksidacije kafeina odvija pri izmjeni Cetiri protona i Cetiri
elektrona (4 H', 4 ¢"). Pretpostavljeni mehanizam elektrokemijske oksidacije otopine kafeina
prikazan na Slici 20, a prema autorima Tadesse i suradnici (2013) odvija se u dva koraka. U
prvom koraku se odvija izmjena 2H", 2¢” zatim u drugom koraku se odvija jo§ jedna izmjena

jednakog broja protona i elektrona (2H", 2¢7) u produkt koji je nestabilan i lako se raspada.

o)

"o cano Hee OH CHs

)\ /> 2H', 2¢ >:0 2H", 2" )\ \F
|

OH\
Hs Hs Hs

Slika 20 Mehanizam elektrokemijske oksidacije kafeina (preuzeo iz Tadesse i sur, 2013)
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5.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE BEZALKOHOLNIH
GAZIRANIH PICA

Ispitana je moguca analiticka primjena ove metode, na identifikaciju 1 kvantifikaciju kafeina u

bezalkoholnim gaziranim napitcima.

Uzorci bezalkoholnih gaziranih napitaka analizirani su prema eksperimentalnim uvjetima iz

Tablice 1. Na Slikama 14, 15, 17 i 18 prikazani su ukupni strujni odzivi (41).

Na Slikama 14 i1 17 prikazani su pravokutnovalni voltamogrami bezalkoholnog gaziranog
napitka 1 1 bezalkoholnog gaziranog napitka 2. Oba uzorka razrijedena su 33 puta u 0,1 mol L
' fosfatnom puferu pH 3. Na oba pravokutnovalna voltamograma uocava se po jedan jasno
izrazeni oksidacijski strujni pik pri potencijalu od 1,27 V $to je potencijal oksidacije kafeina pri
istim primijenjenim uvjetima.

Na Slici 15 prikazan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije bezalkoholnog gaziranog
napitka 1 primjenom pravokutnovalne voltametrije, te se moze uociti opadanje ukupnog
strujnog odziva i pomak potencijala prema vec¢oj vrijednosti. Ista pojava se moze uociti i kod
utjecaja visestruke uzastopne polarizacije bezalkoholni gazirani napitak 2 prikazan na Slici 18.
Ove pojave se kao 1 kod viSestruke uzastopne polarizacije standarda kafeina mogu objasniti
nastankom oksidacijskih produkata koji otezavaju difuziju molekula iz otopine kafeina prema

povrsini radne elektrode.

Nadalje, primjenom postupka standardne adicije ucinjena je kvantifikacija kafeina u uzorcima
bezalkoholnih gaziranih napitaka, $to je provedeno obogac¢ivanjem uzoraka poznatim molarnim
koncentracijama kafeina. Uzorci bezalkoholnih gaziranih napitaka razrijedeni su 33 puta, a
dodane koncentracije kafeina iznosile su 1 - 10° mol L', 5 - 10° mol L' te 7 - 10° mol L'!. Iz
krivulja standardne adicije kreiranih na temelju ovisnosti mnozinske koncentracije o ukupnom
struyjnom odzivu moze se uociti linearni porast anodnog strujnog odziva povecanjem
koncentracije dodanog kafeina za oba uzorka. Iz grafickog prikaza standardne adicije za

bezalkoholni gazirani napitak 1 sa slike 16 dobila se Jednadzba linearne regresije 2:
I(nA) = 0,0072c(umolL™") + 0,5286 2)

sa koeficijentom korelacije 0,9931, te Jednadzba linearne regresije 3 za bezalkoholni gazirani

napitak 2 sa slike 19:

I(pA) = 0,0074c(wmolL ™"y + 0,5357 (3)
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sa koeficijentom korelacije 0,9951. Sadrzaj kafeina kvantificiran objema tehnika je u rasponu
od 66 do 490 mgL™! u ispitanim uzorcima BGN 1 i BGN 2 , $to odska¢e od deklariranih
vrijednosti (BGN 1 iznosi 114 mg L'; BGN 2 iznosi 106 mg L) te je moguée da je uz kafein
detektiran sadrzaj jo§ nekog oksidacijskog produkta te je potrebna dodatna analiza. Takoder
ovim postupkom je potvrdena prisutnost kafeina u ispitanim uzorcima bezalkoholnih gaziranih
napitaka jer se dodatkom poznate koncentracije kafeina u uzorke, strujni odziv na potencijalu

kafeina povecao u odnosu na uzorak u koji kafein nije dodan.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovi dobivenih rezultata ovog diplomskog rada moze se zakljuciti:

e viSestruka uzastopna polarizacija, pH osnovnog elektrolita, frekvencija pobudnog
signala i koncentracije kafeina utjeCu na elektrokemijsko ponasanje kafeina,

e clektrokemijska oksidacija kafeina ovisna je o utjecaju pH osnovnog elektrolita te je
najvisi strujni odziv pri pH 3,

e utjecaj frekvencije pobudnog signala otopine standarda kafeina primjenom
pravokutnovalne voltametrije pokazuje linearni porast strujnog odziva s porastom
korijena frekvencije pobudnog signala od 10 do 50 Hz,

e ispitivanje utjecaja koncentracije kafeina pokazuje povecanje ukupnog strujnog odziva
1 pomak elektrodnog potencijala prema pozitivnijoj vrijednosti uslijed porasta
koncentracije te linearnu ovisnost,

e utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije otopine standarda kafeina pokazuje opadanje
strujnog odziva i pomak potencijala zbog vjerojatnog nastanka oksidacijskih produkata
na povrsini radne elektrode,

e pravokutnovalni voltamogram bezalkoholnih gaziranih napitaka prikazuje po jedan
strujni odziv pri potencijalu od 1,3 V,

e utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije bezalkoholnih gaziranih napitka
pravokutnovalnom voltametrijom pokazuje jednak proces kao i kod utjecaja visestruke
uzastopne polarizacije standarda kafeina,

e prisutnost kafeina potvrdena je obogacCivanjem uzoraka bezalkoholnih gaziranih
napitaka poznatom koncentracijom kafeina te je uoCen porast strujnog odziva nakon
adicija kafeina u uzorke 1

e ispitana primjena pravokutnovalne voltametrije pokazala se pogodna za

elektrokemijsku karakterizaciju kafeina u uzorcima bezalkoholnih gaziranih napitaka.
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