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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Upoznati se s konceptom antioksidansa.

. Pregledom recentne literature utvrditi moguénosti elektrokemijskih metoda u
odredivanju antioksidacijskog kapaciteta.

Upoznati se s znacajem f-karotena.

Predstaviti prednosti elektrokemijskih metoda u odnosu na sofisticirane metode

odredivanja antioksidacijskog kapaciteta na primjeru f-karotena.



SAZETAK

Brojna istrazivanja pokazuju kako konzumacija namirnica bogatih tvarima s
antioksidacijskim djelovanjem imaju izrazito povoljan utjecaj na zdravlje Covjeka.
Uloga antioksidansa je sprijeciti Stetne oksidacijske procese slobodnih radikala.
UnosSenjem razliitih biljnih vrsta (voc¢a, povréa, orasastih plodova, zaCinskoga bilja...)
osobito onih iz prirodnog 1 organskog uzgoja sprjeCavamo reakcije koje mogu dovesti

do mnogih degenerativnih promjena u stanicama covjeka, te narusiti ljudsko zdravlje.

Primjena razli¢itih elektrokemijskih metoda u analizi antioksidacijske aktivnosti
u posljednjem desetljecu naisla je na veliki interes u znanstvenim krugovima. Danas
istrazivanja idu u smjeru pronalaska i razvoja metodologije pripreme elektrode/senzora
za brzu jednostavnu, selektivnu i osjetljivu karakterizaciju bioaktivnih tvari u prirodnim
uzorcima, bez njihove predobrade. Elektrokemijske metode odredivanja
antioksidacijske aktivnosti na razli¢itim elektrodama nailaze ve¢ danas na primjenu,

osobito u karakterizaciji prirodnih bojila— KAROTENOIDA.

Cilj ovog rada je pregledom literature pokazati kako je jednostavnim
elektrokemijskim metodama moguce je odrediti antioksidacijski kapacitet S-karotena,
koji je primjer najzastupljenijeg prirodnog bojila i antioksidansa, te radi svojih

povoljnih svojstava primjenu pronalazi u raznim industrijama.

Kljuéne rije€i: antioksidansi, metode odredivanja, elektrokemijske metode, f-karoten



SUMMARY

Numerous studies show that the consumption of foods rich in antioxidants has a
very positive effect on human health. The role of antioxidants is to prevent harmful
oxidative processes of free radicals. By consuming different types of plants (fruits,
vegetables, nuts, herbs...), especially naturally and organically grown, we prevent
reactions that can lead to many degenerative changes in human cells and affect human
health.

The use of various electrochemical methods in the analysis of antioxidant
activity has found great interest in scientific circles over the last decade. Current and
new research are directed towards finding and developing a methodology for preparing
electrodes/sensors for a fast, simple, selective and sensitive characterization of bioactive
substances in natural samples without pre-treatment. Electrochemical methods for the
determination of antioxidative activity of different electrodes are already available

today, especially for the characterization of natural dyes - CAROTENOIDS.

S-Carotene as the most common natural dye and antioxidant can be used in the
food industry, but also in many other branches of industry. The aim of this review
article is to demonstrate possibility of determination of the antioxidant capacity of j-

carotene using simple electrochemical methods.

Keywords: antioxidants, determination methods, electrochemical methods, -carotene
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UvoD

Konzumacija namirnica biljnog porijekla ima povoljan ucinak na Iljudski
organizam. Razlog tomu je antioksidativno djelovanje sastojaka pojedinih namirnica.
Antioksidansi sprjecavaju Stetno djelovanje slobodnih radikala koji nastaju oksidacijom,
te na taj nain usporavaju ili potpuno sprjeCavaju Stetne oksidacijske procese. U
suprotnom slobodni radikali bi zapoceli lancanu reakciju u stanici i tako prouzrokovali
Stetu ili smrt stanice.

Antioksidansi biljnog porijekla su ukljuceni u sprjeavanje bolesti uzrokovanih
oksidacijskim stresom poput zlo¢udnih tumora, ateroskleroze, Alzehemirove bolesti i
Parkinsonove bolesti. Najznacajniji prirodni sastojci za sprjeCavanje antioksidativnog
djelovanja u namirnicama biljnog porijekla su polifenoli, vitamini C i E, te karotenoidi.
Sadrzaj antioksidansa u vocu, povréu i njihovim preradevinama ovisi o agrotehnickim
mjerama, tehnoloskim postupcima prerade sirovine, uvjetima Cuvanja i skladistenja, te
okoliSnim uvjetima uzgoja biljke, kao Sto su tip tla, koli¢ina padalina, stupanj zrelosti
biljke u fazi berbe, itd.

Da bi svojstva hrane bila $to povoljnija potrebno je pratiti ukupni antioksidativni
kapacitet. On predstavlja mjeru za sposobnost reduciranja i zaustavljanja Stetnih
oksidativnih reakcija u hrani i organizmu. Bitan pojam je i antioksidativna aktivnost
neke tvari koja se odnosi na brzinu kojom promatrana tvar reagira s nekom reaktivnom
kisikovom ili dusikovom vrstom.

Kako bi se izmjerila antioksidativna aktivnost pojedinih spojeva koriste se razne
metode, od kojih su najznacajnije kromatografske, spektrometrijske i elektrokemijske

metode.



1.0PCI DIO

Antioksidansi su neophodni za odrzavanje optimalnog zdravstvenog stanja. Stoga
je potrebno unositi $to vise voca i povréa tamno zelene, crvene i narancaste boje jer su

te namirnice bogate anioksidansima.

1.1. ANTIOKSIDANSI

Ovisno 0 nacinu na koji antioksidansi deaktiviraju slobodne radikale postoje
metode koje rade na SET (engl. Single Electron Transfer) mehanizmu i na HAT (engl.
Hydrogen Atom Transfer) mehanizmu. SET mehanizam se temelji na prijenosu
elektrona, tj. predstavlja sposobnost antioksidansa da donira elektron i na taj nacin
reducira odredene komponente. To su najeSée spore metode koje ovise o pH
vrijednosti i otapalu. U reakcijama SET mehanizma oksidans prima elektron od
antioksidansa i kao rezultat dolazi do promjene boje. HAT mehanizam se temelji na
prijenosu atoma vodika tako da se mjeri sposobnost antioksidansa da reagira sa
slobodnim radikalima uz doniranje atoma vodika. Za razliku od SET mehanizma, HAT

mehanizam ne ovisi 0 pH vrijednosti i otapalu. Te metode su brze.

1.1.1. VITAMINC

Vitamin C (Slika 1) se smatra najvaznijim hidrofilnim antioksidansom.!
Ucinkovit je u uklanjanju superoksidnih radikalnih aniona, hidroksilnih radikala,
vodikovog peroksida, reaktivnih dusi¢nih vrsta 1 atomarnog kisika. MoZe se ponaSati
kao reaktivni kisik kada se koristi u koli¢inama ve¢im od 1000 mg/kg 1 u tom slu¢aju
inhibirati oksidaciju. U manjim koncentracijama, ispod 100 mg/kg, moze katalizirati
oksidaciju u misi¢nom tkivu. Neki od prirodnih izvora vitamina C su limun, naranca,

kivi, jabuka 1 cvjetaca.
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Slika 1. Struktura vitamina C.I%

Vitamin C u strukturi sadrzi Cetiri OH skupine koje moze donirati vodiku ili

oksidiranom sustavu.!?

1.1.2. VITAMINE

Vitamin E (Slika 2) obuhvaéa grupu kemijskih tvari izvedenih od tokoferola i
tokotrienola. To je liposolubilni antioksidans (topiv u mastima) koji djeluje preko dva
osnovna mehanizma: mehanizma razaranja lanca elektron-donora i mehanizma
razaranja lanca elektron-akceptora. Strukturu vitamina E ¢ine Cetiri tokoferola i Cetiri
tokotrienola. Tokoferolska skupina pokazuje antioksidativnu aktivnost.[]  Prirodni

izvori vitamina E su Zitarice, zeleni ¢aj 1 uljarice.

tokotrienoli

tokoferoli

Slika 2. Struktura vitamina E.[°



1.1.3. KAROTENOIDI

Od karotenoidnih antioksidansa najzastupljeniji su g-karoten, likopen i hidroksi-
karotenoid. p-karoten (Slika 3) je liposolubilni (topiv u mastima) provitamin vitamina
A, te jedan je od najjacih antioksidansa. Moze blokirati atomarni kisik i inhibirati
lipidnu oksidaciju. Prirodni izvori f-karotena su tamno zeleno lisnato povrée, maslinovo

ulje i crvene mrkve.

CHs
CH 5 CH
AR DR R R R R R -
CH:-
3 CHa CHs CH3
CHa

Slika 3. Struktura g-karotena.!

Likopen (Slika 4) je terpen (hlapljivi nezasi¢eni ugljikovodik) s jedanaest
konjugiranih i dvije nekonjugirane dvostruke veze. Najucinkovitiji je u reduciranju
atomarnog kisika i prirodnih karotenoida.l! Prirodni izvori likopena su mrkve, grejp,

rajCice, marelice, rajCice, lubenice.

Slika 4. Struktura likopena.[®!

Hidroksi-karotenoidi (ksantofili) (Slika 5) su oksidirani karotenoidi koji se
uglavnom nalaze kao zuti pigmenti ligéa.[®!

Prirodni izvori hidroksi-karotenoida su $pinat, mrkva, kukuruz.

Slika 5. Struktura ksantofila.l6!



1.1.4. POLIFENOLI

Polifenoli su bioloska komponenta koja je sveprisutna u biljnim organizmima, te
stoga Cine sastavni dio ljudske prehrane. Sposobni su neutralizirati, odnosno zasititi
slobodne radikale zbog posjedovanja antioksidativne aktivnosti. Takoder pokazuju
znadajnu zastitu od oksidativnog stresa in vitro.[! Najzastupljenije skupine prirodnih

spojeva sa antioksidativnim djelovanjem su flavonoidi i fenolne Kiseline.

Flavonoidi su jako zastupljeni u prirodi, te se dijele u nekoliko skupina, a to su:
flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli, antocijanidini i izoflavoni. Prirodni izvori

flavonoida su Zitarice, med 1 narance.

Flavonoli (Slika 6) su zastupljeni u vocu i povréu. Sadrzaj im varira jer ovisi o
¢imbenicima rasta, klime, skladistenja, svjetlosti i obrade. Predstavnik je kvercetin i
njegovi derivati koji su uglavnom prisutni u liS¢u. Prirodni izvori flavanola su zeleni ¢aj

i vino.

OH
O

Slika 6. Struktura flavonola.[®

Flavoni (Slika 7) su pronadeni u svim dijelovima biljaka, povréu, te

generativnim organima biljaka. Prirodni izvori flavona su kora citrusa i kukuruz.

0]

Slika 7. Struktura flavona.l*!
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Flavanoni (Slika 8) su prisutni kod citrusnog voéa kao §to su naranéa i grejp.[*%

O

Slika 8. Struktura flavanona.l™

Antocijanidini (Slika 9) su najveca grupa biljnih pigmenata u prirodi. Odgovorni
su za boju voca i cvijeca. Prirodni izvori antocijanidina su bobi¢asto voce, grejp, rajcice,

Sipak, zelena zrnca kave i crveni kupus.

o
X

S
OH

Slika 9. Struktura antocijanidina.['%!

Izoflavoni (Slika 10) su grupa oksidiranih heterocikli¢nih spojeva koji pripadaju
skupini fitoestrogena. Najpoznatiji su daidzein, geninstein i glicitein koji prevladavaju u
mahunarkama. Osnovni oblici izoflavona u biljkama su glikozidi sa Se¢erom (glukoza,
galaktoza, ramnoza). Prirodni izvori izoflavanona su primjerice zelena, Zzuta i crvena

leca, te grah.

Slika 10. Struktura izoflavona.ll%
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Fenolne kiseline (Slika 11) su druga velika skupina prirodnih antioksidansa.
Mogu se podijeliti u dvije grupe, ovisno o njihovoj strukturi. Razlikuju se derivati
benzojeve kiseline i derivati cimetne kiseline. Najvaznije hidroksibenzojeve kiseline su
galna, p-hidroksibenzojeva, vaniliska i siringinska kiselina. Najvaznije hidroksicimetne
kiseline su kafeinska, ferulna, p-kumarinska i sinapinska kiselina.*1 Prirodni izvori
fenolnih kiselina su osuSeni dumbir, zitarice, zelena zrnca kave, sok od narance, te razni
za¢ini. Osim jednostavnih fenolnih Kkiselina, antioksidacijsko djelovanje pokazuju i
njihovi kondenzacijski produkti, nastali kondenzacijom nekoliko fenolnih jedinica, od

kojih su najznacajniji tanini, stilbeni i lignani.

R; COOH d
3 \\C/COOH

H
R, R, R,

Slika 11. Opéa struktura hidroksibenzojeve kiseline i hidroksicmetne kiseline.*?!



1.2. METODE MJERENJA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Do danas su razvijene brojne metode za odredivanje ukupnog antioksidativnog

kapaciteta u hrani, pi¢ima i biolos$kim uzorcima te ih opcenito mozemo podijeliti u

nekoliko skupina;
+ KROMATOGRAFSKE METODE

O

©)

plinska kromatografija

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC

+ SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

o

o

o

O

DPPH metoda ili Brand-Williams metoda

ABTS METODA (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina))
FRAP METODA (engl. Ferric Reducing Antioxidant Potential)

ORAC METODA (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity)

HORAC TEST (engl. Hydroxyl Radical Averting Capacity)

TRAP METODA (engl. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant
Parameter)

PFRAP METODA (engl. Potassium Ferricyanide Reducing Power)
CUPRAC METODA (engl. Cupric Reducing Antioxidant Power)

+ ELEKTROKEMIJSKE METODE

o

o

O

Voltametrijske metode
Amperometrijske metode

Potenciometrijske metode



1.2.1. KROMATOGRAFSKE METODE

Najcesce koristene kromatografske metode su plinska kromatografija i1
tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti. Kromatografske metode se uglavnom
koriste prije spekrometrijskih i elektrokemijskih metoda kako bi se odredili, te odvojili

antioksidansi iz smjese.

1.2.1.1. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija se koristi za odvajanje i analizu spojeva kod kojih
prilikom isparavanja ne dolazi do raspada istih. Prilikom razdvajanja spojeva mobilnu
fazu ¢ini plin, a stacionarnu teku¢ina. Mobilna faza je najceS¢e inertni plin, helij, ili
nereaktivni plin, dusik.[*®! Stacionarnu fazu ¢ini mikroskopski sloj tekuéine ili polimera
na ¢vrstom inertnom nosacu. Tijekom analiziranja antioksidansa detektori koje se
koriste u plinskoj kromatografiji su plameno-ionizacijski detektor i detektor toplinske

vodljivosti.

1.2.1.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) se sastoji od pumpe
koja pokrece mobilnu fazu i smjese kroz stacionarnu fazu (kolonu), te detektora koji
mjeri vrijeme zadrZavanja pojedine komponente. Kolona (stupac) je gusto pakirana
sitnim Cesticama stacionarne faze.

Antioksidativna aktivnost ove metode se temelji na radikal 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonskoj kiselini. Otopina ABTS Kkationa je tamno plave boje, te
kako se gubi radikal iz otopine tako nestaje plavo obojenje. Metoda je primijenjena za
odredivanje sadrzaja antioksidansa u kavi.

Uz ABTS radikal antioksidativna aktivnost ove metode se moze temeljiti i na
DPPH radikalu. Metoda je primijenjena za procjenu aktivnosti uklanjanja slobodnih
radikala silimarina i nekoliko komercijalnih hepatoprotektivnih poliherbalnih

formulacija.l*4!



Takoder, HPLC metoda se moze temeljiti na detekciji fluorescencije. Razvoj
takve metode je omogucio odredivanje propil-galata, butiliranog hidroksianisola, terc-

butilhidrokinona i oktil-galata u jestivim uljima i hrani

1.2.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

Spektrofotometrijske metode se temelje na reakciji radikala, radikalnog kationa

ili kompleksa s molekulom antioksidansa koja donira atom vodika.

1.2.2.1. DPPH METODA

DPPH metoda temelji se na mjerenju sposobnosti redukcije 2,2-
difenilpikrilhidrazil radikala pomocu antioksidansa. Mjerenje se vr$i pomocu
spektrofotometra. DPPH je jeftina, brza i jednostavna metoda za mjerenje
antioksidativnog kapaciteta. Moze se mjeriti antioksidativna aktivnosti u slozenim
bioloskim sustavima, a takoder i u voénim i povrtnim sokovima. (Slika 12)

Ovom metodom se mjeri apsorbancija otopine spoja odredene antioksidativne
aktivnosti nakon reakcije s DPPH radikalom. DPPH reagira s cijelim antioksidansom, te

se moze koristiti za ispitivanje hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa.

Delokalizacija slobodnog radikal DPPHe s neparnim elektronima daje
maksimalnu apsorpciju pri 517 nm ljubiCaste boje. Kada antioksidansi reagiraju s
DPPHze, stabilni slobodni radikal postaje sparen u prisutnosti donora vodika i reducira se
u DPPH(H). Posljedica toga je da se apsorbancija smanjuje i dolazi do nestanka

ljubicaste boje.
DPPHe. s antioksidansom reagira prema HAT mehanizmu ili prema SET

mehanizmu. Kojim se mehanizmom odvija reakcija ovisi 0 mediju u kojem se odvija

reakcija, polarnosti, kiselosti i broju fenolnih hidroksilnih skupina.[*’]
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Mehanizam HAT:

DPPH+ + ArOH—DPPH(H) + ArO-

Mehanizam SET:

DPPHe + ArOH — DPPH- + [ArOH]*

DPPH(H) predstavlja reducirani oblik, a ArO+ slobodni radikal koji ulazi u

daljnju reakciju prilikom ¢ega se neutralizira.

Utinkovitost antioksidansa se mijeri pri sobnoj temperaturi.™> DPPH metoda se
najcesce izvodi u otopini metanola jer se tako olakSava ekstrakcija antioksidativnih
spojeva iz uzorka. Apsorbancija DPPH u organskim otopinama se smanjuje pod

utjecajem svjetla.

Slika 12. Reakcija DPPH metode.[*€]

1.2.2.2. ABTS METODA

U ABTS metodi se radikali uklanjaju pomocu flavonoida i fenola. Kao radikal
koristi se plavo-zeleno obojeni radikal-kation 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonske) kiseline, odnosno ABTS radikal. Ova metoda se temelji na reakciji
kationskog radikala i antioksidansa. Kada ABTS radikal reagira s antioksidansom dolazi
do redukcije ABTS radikala u stabilan ABTS spoj. Prilikom dodatka antioksidansa
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dolazi do gubitka plavo zelene boje. Promjena boje se detektira pri valnoj duljini od 734

nm.[19]

ABTS moze reagirati putem SET mehanizma:

ABTSe + ArOH — ABTS + [ArOH]+*,

i putem HAT mehanizma:
ABTS+" + ArOH — ABTS(H) + ArOs

ABTS(H) predstavlja reducirani oblik, a ArO+ slobodni radikal koji ulazi u
daljnju reakciju prilikom cega se neutralizira.

Za razliku od DPPH metode koja se primjenjuje najcesce pri niskim pH
vrijednostima, ABTS metoda je osjetljivija i moZe se primjenjivati za razlicite
vrijednosti pH. Koristi se za odredivanje antioksidativne aktivnosti u ekstaktima voca i

povréa, u bezalkoholnim 1 alkoholnim pi¢ima, kavi i Caju.

i
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Slika 13. Reakcija ABTS radikala sa antioksidansom ArOH.[*!
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1.2.2.3. FRAP METODA

FRAP metoda se temelji na redukciji Fe** iona - TPTZ (Zeljezo(I11)-2,4,6- tri(2-
piridil)-s-tirazin) u Fe?* - TPTZ s antioksidansom. Reakcija se izvodi pri niskim pH
vrijednostima kako bi se odrzala topljivost Zeljeza. Rezultat reakcije je promjena iz zute

boje u plavu, a apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 550 nm. 1!

d e

Slika 14. Reakcija FRAP metode.[*"]

Reakcija se odvija putem SET mehanizma:

Fe®* + ArOH — Fe?* + [ArOH]+*

[ArOH]*" predstavlja slobodni radikal koji ulazi u daljnju reakciju prilikom ¢ega
se neutralizira.

1.2.2.4. ORAC METODA

Za ORAC metodu je izvor radikala najcesée azo-spoj AAPH (2,2'-azobis(2-
amidinoproionamid)-dihidroklorid). Reakcija  se prati fluorescencijskom
spektroskopijom. Azo-spoj se raspada stvaraju¢i peroksil radikale koji oStecuju
fluorescentnu molekulu §to rezultira gubitkom fluorescencije. Mjerenje se provodi pri
valnoj duljini od 515 nm.[*%]
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Mehanizam odvijanja reakcije je HAT:

2R02+ +(FL)OH— 2ROOH+ (FL)O*

(FL)Oe predstavlja slobodni radikal koji ulazi u daljnju reakciju prilikom cega se

neutralizira.

ORAC metoda se koristi za odredivanje antikosidativnog kapaciteta u vocu i
povréu, i to se najées¢e mjere antioksidacijska svojstva fenolnih spojeva, ali se koristi i

za mjerenje antioksidacijskih svojstava vitamina C i E.

1.2.25. HORAC TEST

U HORAC testu se koristi Co(ll) kompleks. Test se temelji na odredivanju
antioksidativne sposobnosti protiv stvaranja hidroksil-radikala, te se tehnika oslanja na

mjerenju metal-kelirajué¢eg djelovanja antioksidansa u uvjetima Fenton reakcija.®!

1.2.2.6. TRAP METODA

TRAP metoda je slozena i vremenski duga metoda koja je osjetljiva na sve
antioksidanse. Metoda se temelji na odredivanju antioksidativne sposobnosti hvatanja
peroksil-radikala. Koristi se luminiscencijski spektrofotometar za mjerenje smanjenja

luminiscencije tijekom reakcije peroksidacije pri ¢emu nastaju peroksilni radikali.

1.2.2.7. PFRAP METODA

Metoda koja se temelji na sposobnosti reduciranja kalijevog fericijanida.
Antioksidansi reagiraju s kalijevim fericijanidom stvarajuéi kalijev ferocijanid. Nastali
kalijev ferocijanid reagira sa Zeljezovim trikloridom stvarajuci zeljezov ferocijanid koji

daje plavo obojenje. Maksimalna apsorbancija je pri valnoj duljini od 700 nm.
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1.2.2.8. CUPRAC METODA

CUPRAC metoda se temelji na odredivanju antioksidativne sposobnosti
reduciranja Cu(ll) u Cu(l) tijekom reakcije antioksidansa s neokuproinom®! (Slika 15).
Metoda se moZze primjenjivati na lipofilne i na hidrofilne antioksidanse. Analiza je
gotova za nekoliko minuta za jednostavnije molekule, kao Sto su, askorbinska kiselina,
mokracna kiselina, galna kiselina i kvercetin, dok kod slozenijih molekula zahtijeva

nesto duze vrijeme. Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 950 nm. 2!

CH; HsC

Slika 15. CUPRAC reakcija.[**!
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1.2.3. ELEKTROKEMIJSKE METODE

Elektrokemijske metode koje se naj¢esce primjenjuju su ciklicka voltametrija i
biamperometrija. Metode se primjenjuju za odredivanje sadrzaja antioksidansa i

antioksidativne aktivnosti.

1.2.3.1. VOLTAMETRIJSKE METODE

Karakteristicno za voltametrijske metode je to da je signal pobude linearno
promjenjiv potencijal, a signal odziva je struja celije koja se mjeri kao funkcija
narinutog potencijala. Celija voltametrijskih metoda se sastoji od 3 elektrode (Slika 16).
To su:

+ radna elektroda,
+ referentna elektroda i
+ pomocna, tj. protuelektroda.

Referentna elektroda je elektroda ¢iji je potencijal poznat i potpuno neovisan o
koncentraciji analita. Kao referentne elektrode najc¢esSce se koriste kalomel 1 Ag/AgCl
elektroda. Radna elektroda je elektroda na ¢ijoj se povrSini odvija elektrokemijska
reakcija, pa se njezin potencijal mijenja s vremenom. Pomoc¢na elektroda je najcesée Pt
elektroda. Ona zatvara krug i provodi elektrone od izvora signala kroz otopinu do radne

elektrode.[*!

=)

Slika 16. Eleketrokemijska celija:

1-radna elektroda, 2-pomocna elektroda, 3-referentna elektroda.
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Ciklicka voltametrija spada u grupu potenciodinamickih elektroemijskih
mjerenja, te je jedna od najcesce koristenih tehnika bududéi da je prikladna za mjerenje
kapaciteta antioksidansa krvne plazme, tkivnih homogenata i biljnih ekstrakata. Signal
pobude (Slika 17 lijevo) je linearno promjenjivi potencijal, a signal odziva (Slika 17
desno) je struja koja se mjeri kao funkcija narinutog elektricnog potencijala. Ciklicki
voltamogram prikazuje ovisnost struje 0 naponu, te se iz njega ocitavaju parametri.
Najvaznije veliCine koje karakteriziraju ciklicki voltamogram su omjer visine polaznog

I povratnog vala, te razlika potencijala vrhova katodnog i anodnog vala.

E(') 4 i, B i
E,
E,
E; 0 ’:
\/ E(')
0 L, £ R»0O+e

Slika 17. Signal pobude i odziva.l*]

Eksperiment ciklicke voltametrije najces¢e pocinje pri naponu gdje se ne odvija
elektrodna reakcija, tj. i = 0. Zatim se odziv pomice prema pozitivnijim vrijednostima
za proucavanje oksidacije, te prema negativnijim vrijednostima za proucavanje

redukcije.

Visina strujnog odziva, odnosno anodnog 1 katodnog pika ovisi o povrSini radne
elektrode, A, o broju izmijenjenih elektrona, n, koncentracijama oksidiranog, O, i
reduciranog, R, oblika u otopini, te o koncentracijskom gradijentu uz povrSinu
elektrode. Koncentracijski gradijent ovisi o difuzijskom koeficijentu, Do i Dr, te 0 brzini
promjene signala pobude, v. Brzina pobude elektri¢nog potencijala moze biti vrlo spora
i vrlo brza, stoga se ovom metodom mogu ispitivati elektrodne reakcije Sirokog opsega.
Za vrijeme mjerenja na elektrodi se mogu odvijati razli¢iti procesi ovisno 0 brzini
prijenosa naboja. Ti procesi mogu biti reverzibilni procesi, ireverzibilni procesi i

kvazireverzibilni procesi.
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Kod reverzibilnog procesa na povrsini elektrode se uspostavlja ravnoteza, prema
Nernstovom izrazu. Razlog tome je $to je prijenos naboja znacajno brzi od difuzije.
Stoga, struja ovisi o dopremi reaktanata do povrsine elektrode.

Za ireverzibilan proces struja slijedi Butler-Volmerovu Kinetiku jer je prijenos
naboja jako spor u odnosu na proces difuzije.

Kvazireverzibilni procesi su procesi koji se kod malih brzina promjena
potencijala ponasaju reverzibilno, dok porastom brzine odstupaju od reverzibilnog

ponaganja.[t°l

Reverzibilni cikli¢ki voltamogram - Ciklicki voltamogram reverzibilnog procesa
u pocetku promjene potencijala pokazuje linearan tok. Linarni tok ukazuje da ne dolazi
do elektrodne reakcije, nego samo do polarizacije elektrode. Kako raste elektrodni
potencijal tako raste i brzina reakcije oksidacije, te kroz ¢eliju pocinje te¢i mjerljiva
struja koja se na voltamogramu ocituje kao uzlazni dio krivulje odziva. Pri dovoljno
pozitivnoj vrijednosti elektrodnog potencijala dolazi do oksidacije Cestica na povrSini
elektrode i struja odziva tada ima maksimalnu vrijednost. Procesom oksidacije postupno
se smanjuje struja odziva jer se sve viSe isrcpljuju reaktanti iz otopine u sloju uz
elektrodu. Nakon §to se postigne konac¢ni potencijal dolazi do negativiranja vrijednosti
elektrodnog potencijala i javlja se reakcije redukcije oksidiranoga oblika. Pri tom se
javlja katodna struja, tj. struja redukcije. Negativiranjem elektrodnog potencijala opada
struja oksidacije 1 raste struja redukcije. Struja celije raste sve dok ne dosegne
maksimalnu vrijednost. Daljnjim negativiranjem elektrodnog potencijala, struja
redukcije kontinuirano opada jer se iscrpljuje otopina uz povrSinu elektrode
oksidiranom vrstom redoks sustava. U konacnici se postiZe vrijednost osnovne struje. S
obzirom da se u cikli¢koj voltametriji koriste brzine promjene potencijala od 0.04 do
1000 V s, voltametrijsku reverzibilnost pokazivat ée elektrodni procesi kojima je

standardna konstanta brzine elektrodne reakcije ve¢a od 0.1 cm s72.[2%
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Slika 18. Cikli¢ki voltamogram za reverzibilnu reakciju.™®]

Karakteristi¢no za voltamogram ireverzibilne reakcije je da u povratnom dijelu
ne registrira strujni vrh jer se ne odvija elektrodni proces, odnosno samo je jedan pik
prikazan na voltamogramu.

/A

E EJV

pa

Slika 19. Cikli¢ki voltamogram za ireverzibilnu reakciju.™*®!
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Diferencijalna pulsna voltametrija se temelji na tome da se na radnu elektrodu
primjenjuju pulsevi odredene veli¢ine koji su dodani na linearno rastu¢i potencijal.
Struja se mjeri prije primjene pulsa i na kraju pulsa, te se biljezi razlika izmedu
izmjerenih vrijednosti kao funkcija potencijala. Oblik promjene razlike struje prije i
poslije primjene naponskog impulsa u ovisnosti o potencijalu elektrode, odnosno oblik
signala odziva ima oblik pika koji je jasno izrazen. Izrazeni pik i o0sjetljivost
diferencijalne pulsne voltametrije su razlog njezine pogodnosti za primjenu u analiticke

svrhe. Osjetljivost ove metode iznosi otprilike 10 mol dm.

Osjetljivost je veca nego kod konkurentnih metoda spektrofotometrije i vecine
drugih analitickih metoda. Moze se korsititi za odredivanje niskih koncentracija

elektroaktivnih komponenata u raznim uzorcima.[*%]

E, E

Slika 20. Diferencijalni pulsni voltamogram.[*°]

Pravokutnovalna voltametrija (square wave) - U ovoj metodi se struja mjeri pri
kraju trajanja pozitivne i negativne poluperiode izmjeni¢nog pravokutnog impulsa. Kao
radna elektroda koristi se elektroda stalne povrsine, kao $to je kapajuca zivina elektroda.
U pravokutnovalnoj voltametriji struja odziva se zapisuje kao razlika struja pri
negativnoj i pozitivnoj poluperiodi izmjeni¢noga pravokutnog signala pobude za svaki
pojedini ciklus pobude. S obzirom na to da se vrijednosti struje uzimaju kod pozitivnih i
negativnih pulseva potencijala mogucée je u istom eksperimentu dobiti pikove koji

odgovaraju i oksidaciji i redukeciji elektroaktivne tvari na elektrodnoj povrsini.™t®!
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Slika 21. Signal pobude i signal odziva pravokutnovalne voltametrije.[*°]

Za razliku od diferencijalne pulsne voltametrije koja se izvodi uz brzinu
promjene potencijala od 1 — 10 mV s, mjerenje pravokutnom voltametrijom se moze

provoditi uz znatno veée brzine od 1 V s $to predstavlja njezinu prednost.

1.2.3.2. AMPEROMETRIJSKE METODE

Biamperometrijska metoda se temelji na mjerenju struje koja putuje izmedu
dvije jednake radne elektrode polarizirane na malu razliku potencijala i uronjene u
otopinu koja sadrzi reverzibilni redoks par.[*®! Redoks parovi koji se najéesée koriste u
biamperometrijskim  mjerenjima su  Fe*'/Fe?*, /I, [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*,
DPPH</DPPH, ABTS+*/ABTS.

U redoks paru DPPHe¢/DPPH antioksidansi reagiraju s DPPHe stvarajuci
reducirani oblik DPPH. Intenzitet rezultantne struje proporcionalan je zaostaloj
koncentraciji DPPHe nakon reakcije s antioksidansom. Radne elektrode su ili dvije
identi¢ne Pt ili elektrode od staklastog ugljika na kojima se dogada redukcija DPPHe

radikala i oksidacija reduciranog obilka, DPPH.
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Reakcije:
Elektroda 1: DPPHe + e- -=DPPH

Flektroda 2: DPPH—DPPHe + e-

Katodnu struju daje redukcija DPPHe koja se dogada na elektrodi 1. Na elektrodi
2 se odvija oksidacija DPPH koja daje anodnu struju.

Parameter koji se prati u biamperometriji je razlika potencijala izmedu radnih
elektroda. Dodatkom antioksidansa u otopinu koja sadrzi redoks par DPPH+/ DPPH
smanjuje se koncentracija oksidiranog oblika, a povecava koncentracija reduciranog
oblika. Na taj nacin nastaje struja koja je proporcionalna koncentraciji antioksidansa.

Redoks par DPPH</DPPH primjenjuje se za odredivanje ukupnog

antioksidativnog kapaciteta u voénim sokovima, ¢aju, vinu i kavi.

1.2.3.3. POTENCIOMETRIJSKE METODE

Potenciometrijske metode se sastoje od dvije elektrode. Pri toj metodi se mjeri
razlika potencijala izmedu elektroda u ovisnosti o dosegu reakcije titracije. Jedna od
elektroda je referentna elektroda i njezin je potencijal konstantan.[*® Druga elektroda je
radna, odnosno indikatorska elektroda koja se zbog protoka struje polarizira. Potencijal
radne elektrode ovisi o elektrodnoj reakciji koja se na njoj odvija, a elektrodna reakcija

ovisi 0 dosegu reakcije titracije.

referentna I indikatorska
elektroda elektroda
-
N -
otopina
analita

Slika 22. Shema aparature za potenciometrijsku titraciju.?°!
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2. KAROTENOIDI

2.1. ELEKTROKEMIJSKE METODE | ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

Pregledom literature mozemo uvidjeti kako upotreba elektrokemijskih metoda u

karakterizaciji i kvantifikaciji antioksidacijekog kapaciteta prirodnih antioksidansa

predstavlja istrazivacko podrucje u usponu. U znanstvenim radovima pokazuje se

primjena ovih brzih i jednostavnih metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti na

razli¢itim elektrodama 1 u razli¢itim realnim uzorcima.

Tablica 1. Osnovni principi elektrokemijskih metoda.?%

Analiza
antioksidansa

Nacelo metoda

Odredivanje
Krajnjeg proizvoda

Elektrokemijske
tehnike

Ciklicka
voltametrija

Potencijal radne
elektrode se
linearno mijenja od
pocetne vrijednosti
do konacne vrijednost i
natrag i biljezi se
intenzitet odgovarajuce
struje

Mjerenje intenziteta
katodni / anodni vrh

Amperometrija

Potencijal radne
elektrode se
postavlja na fiksnu
vrijednost
s obzirom na
referentnu
elektrodu

Mjerenje intenziteta
struje koju generira
oksidacija /
redukcija elektroaktivnog
analita

Biamperometrija

Reakcija analita
(antioksidansa) s
oksidiranim
oblikom
reverzibilne indikacije
redoks para

Mijerenje trenutnog
protoka
izmedu dvije
identi¢ne radne
elektrode s malom
razlikom potencijala
uronjene u otopinu
koji sadrzi
analizirani uzorak i
reverzibilni redoks
par
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Kao primjer primjene ovih metoda moZemo navesti moguénost odredivanja

antioksidacijskog kapaciteta u vinima i grozdu na osnovu prisutnih ukupnih fenola:

+ diferencijalnom pulsnom voltametrijom pomocu elektrode od grafitne paste
u fosfatnom puferut??

4+ kakaa u prahu, tamne &okolade i mlije¢ne Cokolade na elektrodi od
staklastog ugljika u acetatnom puferul?®!

+ ukupnog antioksidacijskog kapaciteitea za antioksidanse male mase kao $to
je askorbinska kiselinal®, galna kiselina, sezamola, eugenola, timola, karvakrola,

vanilina, salicilaldehida, limonena, geraniola na elektrodi od staklastog ugljikal?®!

80+ 180 j
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a -4 e
604 150_ === 25.10"M -
1204 HbHy M | 8
-=--7510"M
40 4 ; 3
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=) 20 - -
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B 2582

y=-45154x + 24,3
R*=0,9195
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018 023 028 033 038 043 048 053 058 063
Ep,/ V

Slika 23. Cikli¢ki voltamogram jednostavnog fenola (timol) i hidroksikumarina

(hidroksid i fenol), te krivulja umjeravanja dobivena iz strujnih vrhova.[?%!
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Zajednicko za sva navedena istrazivanja je da se na osnovu anodnog strujnog
vrha koji se pripisuje oksidaciji fenola moze odrediti antioksidacijski kapacitet.
Linearna ovisnost jakosti struje strujnog vrha i koncentracije konstruira krivulju
umjeravanja koja daje informacije o primjeni metode za elektroanaliticke svrhe (Slika

23.)

Sklonost oksidaciji-redukciji antioksidansa je prepoznata i kao mogucnost da se
prirodno bojilo-antioksidans, S-karoten, odredi na slican nacin. Problem karotenoida je

jedino njihova slaba ili nikakva topljivost u vodenom mediju.

2.2. STRUKTURA | KARAKTERISTIKE KAROTENOIDA

Prirodne boje iz biljnog podrijetla karakteriziraju se po tome Sto se lako
ekstrahiraju iz biljne vrste, potpuno su biorazgradive i lako dostupne. S druge strane
nedostatak prirodne boje u proizvodima je nestabilnost i sklonost oksidaciji, odnosno
degradaciji, $to prije¢i proizvodace u upotrebi prirodnih boja u prehrambenoj industriji.
Mnoge prirodne boje, ukljucujuci karotene, cijanin, tanin, antocijanin i klorofil pored
svojstva obojanosti koje daju biljci, odnosno hrani imaju i antioksidacijsko djelovanje,
te mogu pomo¢i u odgadanju ili sprecavanju oksidativnog oSte¢enja 1 pruZiti zaStitu od

raka, kardiovaskularne bolesti, o¢ne bolesti, ateroskleroza i usporiti proces starenja.l®
27, 28]

Karotenoidi su vrsta prirodnih pigmenata koji se prvenstveno nalaze u vocu 1
povréu. Oni su svi redom tetraterpeni, odnosno posjeduju 40 atoma ugljika i viSestruko

konjugirane dvostruke veze. ?°1
Nekoliko stotina poznatih karotenoida u prirodi dijelimo na dvije velike skupine:

+ karotene, koji ne sadrze kisik u svojoj strukturi i koji su po svojoj
strukturi ugljikovodici
+ ksantofile, koji sadrze kisik u svojoj strukturi i uglavnom su po

strukturi alkoholi.

Najzastupljeniji karoten u prirodi je f-karoten, karotenoid koji se sastoji od

kovalentno povezane izoprenske jedinice, odnosno polienskog sustava (polieni su
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nezasiceni aciklicki spojevi s vise konjugiranih dvostrukih veza izmedu atoma ugljika) s

11 konjugiranih dvostrukih veza i g-prstenom na svakom kraju lanca.®% 31l

Puni naziv g-karotena: (1,3,3-trimetil-2-[3,7,12,16-tetrametil-18-(2,6,6-
trimetilcikloheks-1-en-1-il)oktadeka-1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-1-il]cikloheks-1-
en, CaoHss )

Nadalje, f-karoten je vrlo vazan spoj u fotosintezi, farmaciji i medicini zbog
izrazene antioksidativne sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala, te u sintezi vitamina
A u organizmu, ali i u industriji, (npr. za polimere) za proizvodnju pro-ekoloskih
materijala.®? g-karoten je simetri¢na molekula koja moze generirati razlidite izomere
zbog svojih jedanaest konjugiranih dvostrukih veza. Stoga je vrlo vazno pronaci

jednostavnu i to¢nu metodu za odredivanje i prouc¢avanje S-karotena.

NN

a-karoten

HOY

delta karoten

S OAN A A i
OH retinol

Slika 24. Ceste vrste karotena u upotrebi.[
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2.3. MOGUCNOSTI ELEKTROKEMIJSKOG ODREDPIVANJA IZOLIRANOG
BETA KAROTENA | NJIHOVA PRIMJENA U REALNOM UZORKU

Teznja Covjeka da se okrene prirodi je potakla istrazivace u pronalasku brze,
jednostavne, precizne i standardizirane metode za odredivanje i proucCavanje 0vVO(Q

prirodnog bojila-antioksidansa - g-karotena.

Do danas su opisane mnoge metode za odredivanje f-karotena, ukljucujuci
spektrofotometriju, elektronsku paramagnetsku rezonanciju (EPR), tekucinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti, fluorescenciju i kemiluminescenciju. Takoder,
veliku pozornost privlace elektroanaliticke metode za odredivanje organskih spojeva u
razli¢itim medijima. Razlog tomu je visoka osjetljivost i selektivnost ovih metoda.
Voltametrijske metode uspjesno su koristene za istrazivanje redoks ponasanja razlicitih

spojeva, jer su relativno jednostavne i vrlo precizne. B34

Elektrokemijska svojstva p-karotena su predmet istrazivanja ve¢ dugi niz
godina.[?%3 [gpitivanjem mehanizma oksidacije i redukcije na razli¢itim elektrodama
spoznalo se kako je moguce detektirati ¢ak i male koli¢ine u umjetnim i realnim
uzorcima. Problem netopljivosti f-karotena u vodenim otopinama rijeSen je upotrebom
nevodenih otapala, kao S§to je npr. diklormetan uz dodatak tetrabutilamonijevog
perklorata, trifluorooctene kiseline®! ili neke vrste alkohola, koje mogu posluziti i

kao elektroliti.

Mairanovsky i suradnici® su jos davne 1975. elektrokemijski istraZivali
ponasanje f-karotena, te su definirali jednu reverzibilnu jednoelektronsku reakciju
redukcije na potencijalu -1.68 V gdje nastaje stabilni anion i dvoelektronsku reakciju na
potencijalu +0.61 V. Reakcija oksidacije je takoder reverzibilna dvoelektronska reakcija

sa ireverzibilnim kemijskim korakom.
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Primjer ciklickog voltamograma prema Mairanovskom i suradnicima mozemo

vidjeti na slici 25, na kojoj se mogu zamijetiti tri strujna vrha - reverzibilne reakcije.

Slika 25. Cikli¢ki voltamogram za reakciju oksidacije i redukcije ﬂ-Karotena
koncentracije 0,5 x 10" mol dm, na kapajucoj Zivinoj elektrodi (KZE).[]

Redukcijski mehanizam koji predlaze Mairanovsky je sljedeci:

R+e - R~
R~ 4+ H" > RH
RH +e > RH™
R+H"+2e” - RH™
ili
R+e” - R~
R~ + H* > RH
RH +R™ > RH™ +R

R+ H'+2e” > RH™
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Kao primjer moguée primjene DPP Pfund i suradnici®®! 1992. su takoder na KZE
I na Pt elektrodi odredili koncentraciju S-karotena u uzorcima sojinog ulja i salamure.
Uzorak je ekstrahiran u destiliranom diklormetanu, te mu je dodan tetrabutilamonijev

perklorat.

A 10 pA
1BINE ”
f £
£ g
o ™
iy 3
3 v 2 1
/) /
by /_ 7
i /
1 1 i 1 | |,I| 1 1 1 L
0 0.2 0.4 06 0.8 1.0 0.50 0 -0.50 —1.I_J'E|'
ENV versus Ag-AgCl EN versus Ag-AgCI-LiCl

Slika 26. Ciklicki voltamogram (lijevo) za reakciju oksidacije i redukcije S-karotena na
(1) kapajucoj zivinoj elektrodi (KZE) - ispekidana krivulja i (2) platinskoj disk
elektrodi (PtdE) — puna krivulja; koncentracija 1x107 mol dm; i Diferencijalni pulsni
polarogram (desno) bez (1) uz dodatak f-karotena (2) te uz dodatak f-karotena i
ferocena. (nevodeni medij — diklormetan).=*!

Na Slici 26 moZemo uoditi jasno definirane pikove koji opisuju oksidaciju i

redukciju p-karotena:

+ Ciklicki voltamogram u uskom podrué¢ju potencijala prema Pfundu za
koncentraciju g-karotena 1x10°° mol dm™ u diklormetanu — sli¢no ponaSanje
uoceno je na obje elektrode, proces redukcije je jednoelektronska reakcija, a
proces oksidacije je reverzibilna dvoelektronska reakcija.

+ Diferencijalni pulsni polarogram - strujni vrh na potencijalu E, = -1.70
V, prikazuje dobro definiran redukcijski odziv elektrode i na E, = +0.59 V

prema Ag/AgC1 vrlo izrazen i jasan strujni vrh oksidacijskog procesa.

Dobiveni rezultati, kako su pokazali, slazu se sa literaturnim podacima za -
karoten, gdje se redukcija odvija redom na -1,63 V, -1,78 V, -2,46 V te -2,70 V, a
oksidacijana 0,74 Vi1,01V.
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Na Slici 27 prikazan je diferencijalni pulsni polarogram (DPP) za odredivanje S-
karotena u sojinom ulju i salamuri, te je S-karoten odreden s to¢nosc¢u od 1.9 + 0.1% .
Usporedbom sa spektrofotometrijskim podacima pokazano je kako je ovo jedna vrlo

jednostavna, brza i tocna metoda, koja ne zahtjeva predobradu uzorka.

[F:1) I.b:l

Current —=

(_’ _—
= b3

Results (B-carotene concentration)

Voltammetry  Spectrophotometry

Sample origin - Mass used/g (n=4) (n=2)
Product 2 0.625 3.06 £0.07 3.06 £ 0.07
(gke ") (gkg™")
) | Product 3 50.0 3743 37+4
(mgkg') (mgkg~!)
0.80 0.50 0.20 0.8 04 02 Product 1 510 1.47 +0.02 161+ 0.02
EN wersus Ag=hgCl (mgkg!) (mgkg 1)

Slika 27. DPP za odredivanje f-karotena u sojinom ulju i salamuri.®

Moguénosti odredivanja f-karotena na elektrodi od staklastog ugljika (engl.
glassy carbon elctrode, GCE) u etanolu i diklormetanu istrazivana je 2012 godine od

skupine znanstvenikal® te je ciklicki voltamogram p-karotena prikazan na Slici 28.

6 10
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“ |
< 2 < &
=1 \ R
=2 i) 1 e
2
2 1
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-2 4
2 1+ T T T T T T T N T T T T T T T T 1
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E, mV E, mV

Slika 28. Cikli¢ki voltamogram f-karotena koncentracije 50 x 10 mol dm= na GCE u
0.1 M LiClO4 u etanolu (krivulja 2) i diklormetanu (krivulja 1) (desno) uz dodatak mM
Triton X100.58
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Prema Slici 28 na GCE p-karoten se ireverzibilno oksidira pri 500 mV i 920 mV,
Povecanje oksidacijske struje za 7-11% je moguée dodatkom neionske povrsinski
aktivne tvari, kao na primjer 10 mM Triton X100, neionski tenzid. Strujni vrh je
pokazao linearnu ovisnost o0 koncentraciji f-karotena za koncentracijsko podrucje 10—
380 mM s limitom detekcije od 2.5 mM i limitom kvantifikacije od 8.3 mM. Na ovaj
nacin je provedeno odredivanje f-karotena u nekolko vrsta povréa s velikom to¢noscéu u

usporedbi sa spektrofotometrijskom metodom (Tablica 2).

Tablica 2. Sadrzaj f-karotena u sirovom povréu. 28!
Uzorak Znanstveno Ciklicka voltametrija Spektrofotometrija
ime Sadriaj B- RSD Sadrzaj B- RSD (%) Sadrzaj B- R5D (%)
karotena® (%) karotena® karotena® (mg
(mg 100 g1) (mg 100 g1 100gY
Mrkva Daucus 9.9+0.3 2.5 9.7+0.2 1.9 9.8+04 3.2
carota
Bundeva Cucurbita 294 +0.05 1.8 2.95 +0.06 2.2 2.90+0.07 2.5
pepo
Bohicasto Sorbus 7.82+0.08 1.0 7.86 £ 0.08 1.0 7.9+0.1 1.3
voce aucuparia
Sipak Rosa canina 2.90 +£0.08 2.8 29+0.1 3.4 2.8+x0.1 3.6
Pergin Petroselinum 5.5+0.2 2.2 5.6+0.2 3.2 5.4+0.2 31
crispum

& metoda kalibracije
b standardna metoda dodavanja

Nadalje 2015. godine Masek i suradnicit®! pokazuju novi trend upotrebe p-
karotena u industrijske svrhe, s ciljem prirodnog bojanja polimera, odnosno plastike za
siroku upotrebu. Cilj njihovog istrazivanja koji je opisan u daljnjem tekstu je bio
utvrditi elektrokemijsko ponaSanje f-karotena na Pt elektrodi tijekom elektrooksidacije
u nevodenom mediju. Strukturna ispitivanja ovog spoja provedena su pomoc¢u FTIR
spektroskopije i termogravimetrijske analize. Takoder je ispitivan dodatak f-karotena

polimernim materijalima.
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Slika 29. Cikli¢ki voltamogram g-karotena koncentracije 0,5 x 10 mol dm™ na Pt
elektrodi u acetonitrilu (CH3CN) i tetrabutilamonijevu perkloratu ((C4Hs)sNclO4).B4

Elektrokemijska oksidacija p-karotena ispitivana je na platinastoj elektrodi
metodama diferencijalne pulsne voltametrije i ciklicke voltametrije. Dobiveni
voltammogrami predstavljeni su na Slici 29. Za mjerenje je koristen sustav od tri
elektrode gdje je platina koristena kao anoda i pomo¢na elektroda. Referentna elektroda
je sustav ferrocenium/ferocen (Fe*/Fe), te je potencijal elektrode izmjeren u odnosu na

referentnu elektrodu.*

Elektrokemijsko ponaSanje f-karotena na elektrodi od platine u nevodenim
otopinama je ireverzibilno kod najmanje jednog elektrodnog skoka prije nego potencijal
dosegne vrijednost izlu¢ivanja kisika. Potencijal za elektrooksidaciju f-karotena
odreden je iz ciklickih voltamograma i iznosi 1,79 V. Taj potencijal odgovara vr§nom
potencijalu odredenom iz diferencijalnog pulsnog voltamograma. Elektrooksidacija /-

karotena je kontrolirana difuzijom.E7: 3

U svrhu odredivanja mjesta najvjerovatnije elektrooksidacije Kkoristi se
HyperChem softver za molekulsko modeliranje, te je izraCunata energija najviSe

popunjene orbitale (EHomo - ionizacijski potencijal), Slika 30.
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Esono =-7.615eV

Slika 30. Elektronska gustoca i vjerojatna mjesta u molekuli S-karotena osjetljivoj na
elektrooksidaciju.*

Postupak elektrooksidacije f-karotena ukljucuje izmjenu dva elektrona u prvom
koraku nakon Cega slijedi kemijska reakcija. Postupak se odvija prema sljede¢em
mehanizmu, gdje za reakciju dvoelektronske elektrooksidacije f-karotena, mozemo

pisati
Car - Cart + le™
Cart - Car?* + le™

gdje je Car S-karoten, Car™ je radikalni kation i Car?* je dikation.

Ciklicna 1 diferencijalna pulsna voltametrija, FTIR spektroskopija 1
termogravimetrijska analiza brZze su i jeftinije metode za analizu od kromatografskih
metoda. Razlog tomu je sto kromatografske metode Cesto zahtijevaju velike koli¢ine
toksicnih otapala 1 dugo vrijeme za analize. Voltametrijske metode su ekoloSke 1 mogu

se uspjesno koristiti za prouCavanje antioksidativnog djelovanja spojeva.

Sto se ti¢e polimernih materijala, ugradnjom p-karotena u odredene polimere
(Topasov kompozit) poboljSana je stabilnost materijala sastavljenih od etilen-
norbornenskog kopolimera. Takoder, f-karoten moze sluziti kao pokazatelj vremena
starenja polimera u funkciji klimatskih uvjeta i UV zracenja, jer se dodatkom p-
karotena znatno promijenila boja Topasovih kompozita. Dakle, dodavanje f-karotena
polimernim materijalima moZe olakSati procjenu njihovog radnog vijeka na temelju

promjena boje.4
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3. ZAKLJUCAK

Moze se zakljuciti da su antioksidansi neizostavan dio svakodnevnog unosa u

ljudski organizam kako bi se istom omogucila Sto laksa borba protiv raznih toksina.

Da bi se $to preciznije znali uinci antioksidansa, tj. njihov kapacitet potrebno ih

je kemijski odrediti, Sto je moguce pomoc¢u metoda navedenih u radu.

S obzirom na sve navedene metode moze se zakljuciti da najveéu prednost imaju
elektrokemijske metode. Prednost elektrokemijskih metoda u odnosu na kromatografske
i spektrofotometrijske metode je u brzini izvodenja, cijeni i jednostavnosti. Takoder,

elektrokemijske metode imaju niske granice detekcije, vrlo dobru preciznost i to¢nost.

Na primjerima f-karotena se moze uoditi koliko je precizno i jednostavno
odredivanje antioksidansa u prehrambenim proizvodima pomocu elektrokemijskih
metoda. Takoder, vidimo da antioksidansi osim u prehrambenoj industriji mogu imati
primjenu i u organskoj industriji za poboljSanje i provjeru kvalitete odredenih

polimernih materijala.
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