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1. UVOD

Vitamini su esencijalni mikronutrijenti potrebni za normalno funkcioniranje zivih organizama.
Postoje vitamini topljivi u vodi i vitamini topljivi u mastima. Vitamin E pripada skupini vitamina
topljivih u mastima. Cini ga skupina od ukupno osam vitamina; tokoferola i tokotrienola. Od njih
je bioloski najaktivniji oblik a-tokoferol koji se preferirano apsorbira i zadrzava u tijelu
zahvaljujuci jetri koja razlikuje oblike vitamina E i preferirano izlucuje a-tokoferol u plazmu.
Vitamin E je antioksidans koji ima vaznu ulogu u stanicnom disanju. Na sobnoj temperaturi nalazi
se u obliku viskoznog ulja, a dobro je topljiv u mastima. Prisutan je u hrani koja sadrzi masnoce,
1 budu¢i da svojstvo vitamina topljivog u mastima omogucéava njegovo pohranjivanje u masnim
tkivima Zivotinja 1 ljudi, ne mora se konzumirati svaki dan. Od namirnica najbolji izvor vitamina
E su biljna ulja. Nalazi se u raznim namirnicama kao §to su orasasti plodovi i sjemenke koje sadrze
velike koli¢ine a-tokoferola, a znacajne koli¢ine su takoder dostupne u zelenom lisnatom povréu i
obogacenim zitaricama. Cilj rada bio je ispitati elektrokemijska svojstva a-tokoferola, pronaci
najbolje otapalo (etanol i voda) te ispitati utjecaj brzine polarizacije elektrode i koncentracije na
potencijal i struju oksidacijskog strujnog vrha. Uz to cilj je bio detektirati i kvantitativno odrediti

a-tokoferol u realnim uzorcima uz pomo¢ HPLC tehnike.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Vitamini

Vitamini su prirodne tvari koje se nalaze u hrani i vazni su za rast i ouvanje zdravlja ljudi i
zivotinja. [1] Cine skupinu organskih molekula koje su esencijalni mikronutrijenti potrebni za
normalno funkcioniranje organizama. Vitamine nase tijelo ne sintetizira, stoga ih moramo unositi
putem hrane. Naziv "vitamin" prvi je koristio poljski biokemicar Casimir Funk 1912. godine.
Hrana je tada bila jedini izvor vitamina §to je rezultiralo bolestima zbog nedostatka vitamina kod
mnogih ljudi koji si nisu mogli priustiti nutritivno vrijednu hranu. Zbog toga su komercijalno
proizvedene vitaminske tablete i dodaci prehrani koji su sprijecili nedostatak vitamina medu
op¢om populacijom. Takoder zapocelo se s dodavanjem vitamina u hranu kao $to su brasno i
mlijeko, $to se naziva obogacivanjem hrane. Postoji 13 esencijalnih vitamina potrebnih ljudskom
tijelu u malim koli¢inama za pravilno funkcioniranje. [2] Vitamin A (retinoi¢na kiselina) je
neophodan za zdravlje o¢iju, a njegov nedostatak moZze uzrokovati no¢no sljepilo i keratomalaciju,
Sto uzrokuje da prozirni prednji sloj oka postane suh i zamucen. Vitamin C (askorbinska kiselina)
u ljudskom tijelu doprinosi proizvodnji kolagena, zacjeljivanju rana i stvaranju kostiju. Takoder
jaca krvne zile, podrzava imunoloSki sustav, pomaze tijelu apsorbirati Zeljezo i djeluje kao
antioksidans. Vitamin D (kalciferol) je neophodan za zdravu mineralizaciju kostiju, a njegov
nedostatak moZe uzrokovati rahitis i osteomalaciju ili omekSavanje kostiju. Vitamin E (a-
tokoferol) ima antioksidativno djelovanje koje pomaze u sprjeCavanju oksidativnog stresa,
problema koji povecava rizik od rasirenih upala i raznih bolesti. Vitamin K (filokinon, menadion)
neophodan je za zgruSavanje krvi, a njegove niske razine mogu uzrokovati neuobicajenu
osjetljivost na krvarenje ili krvare¢u dijatezu. Vitamin B1 (tiamin) je neophodan za proizvodnju
raznih enzima koji pomazu u razgradnji Secera u krvi. Vitamin B2 (riboflavin) je vazan za rast i
razvoj tjelesnih stanica i pomaze u metabolizmu hrane. Vitamin B3 (niacin) je potreban tijelu za
pravilan rast i funkciju stanica. Vitamin B5 (pantotenska kiselina) vazan je za proizvodnju energije
1 hormona. Vitamin B6 (piridoksin) je od velike vaznosti za stvaranje crvenih krvnih stanica stoga
niske razine mogu dovesti do anemije i periferne neuropatije. Vitamin B7 (biotin) omogucuje tijelu

da metabolizira proteine, masti 1 ugljikohidrate. Takoder pridonosi keratinu, strukturnom proteinu



u kozi, kosi i noktima. Vitamin B9 (folna kiselina) je neophodan za stvaranje DNK i RNK. Vitamin
B12 (kobalamin) ima vaznu ulogu u ouvanje zdravlja zivéanog sustava. [3]

Vitamine mozemo svrstati u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine oni vitamini koji su topljivi u
mastima, a drugu skupinu ¢ine vitamini topljivi u vodi. Vitamini B skupine 1 vitamin C su vitamini
topljivi u vodi 1 izlucuju se iz tijela putem urina. Budu¢i da se ne pohranjuju u nasim tijelima, treba
ith unositi svakodnevno. Vitamini topljivi u mastima su: vitamin A, vitamin D, vitamin E 1 vitamin
K. Vitamini topljivi u mastima hidrofobni su spojevi koji su pohranjeni u masnom tkivu naSeg
tijela 1 topljivi su samo u prisutnosti prehrambenih masti. Kada se unese vitamin topljiv u mastima,
probavlja ga zelucana kiselina i dalje se probavlja u tankom crijevu gdje zu€ proizvedena iz jetre
apsorbira vitamin topljiv u mastima, a hranjivu tvar apsorbira stijenka tankog crijeva. Tada ti

vitamini putuju u krvotok ili ponekad djeluju kao prijenosnici proteina. [2]

2.1.1. Vitamin E

Vitamin E je antioksidans koji ima vaznu ulogu u stani¢nom disanju, pri sobnoj temperaturi je
viskozno ulje i1 ubraja se u skupinu vitamina topljivih u mastima. [4] 1922. godine otkrili su ga
Evans 1 Bishop kao esencijalni mikronutrijent za reprodukciju Stakora. 1950. ponovno ga je opisao
Klaus Schwarz kao stani¢ni antioksidans pod nazivom antisterilitetni vitamin ili faktor "X".
Zajednicki je naziv za spojeve: a-tokoferol, f-tokoferol, y-tokoferol, d-tokoferol, a-tokotrienol, f-
tokotrienol, y-tokotrienol i d-tokotrienol. Pojam "tokoferol" oznacava metil-supstituirane derivate
tokola i nije sinonim za pojam "vitamin E". Sve ih sintetiziraju biljke iz homogentizinske kiseline.
Od tokoferola, a-tokoferol i y-tokoferol nalaze se u serumu i crvenim krvnim stanicama, a a-
tokoferol je prisutan u najvecoj koncentraciji. f-tokoferol i o-tokoferol nalaze se u plazmi samo u
malim koncentracijama. Preferencijalna distribucija a-tokoferola kod ljudi u odnosu na druge
oblike tokoferola proizlazi iz brZzeg metabolizma drugih oblika i iz proteina za prijenos a-
tokoferola (a-TTP). a-tokoferol se takoder nakuplja u tkivima izvan jetre, posebno na mjestima
gdje je proizvodnja slobodnih radikala najveéa, kao Sto su membrane mitohondrija i

endoplazmatski retikulum u srcu i u plu¢ima. [5]



2.1.1.1. Grada vitamina E

Prirodni tokokromanoli sastoje se od dva homologna niza: tokoferola sa zasi¢enim bo¢nim lancem
i tokotrienola s nezasi¢enim bo¢nim lancem. Tokoferoli i tokotrienoli imaju istu osnovnu kemijsku
strukturu, koju karakterizira dugi izoprenoidni bo¢ni lanac pri¢vr§¢en na poziciji 2,6-kromanolnog
prstena. Tokotrienoli se razlikuju od tokoferola po tome $to posjeduju farnezilni, a ne zasi¢eni
izoprenoidni C16 bo¢ni lanac. Na Slici 1. su prikazane strukture tokoferola i tokotrienola. Prirodni
tokoferoli pojavljuju se u RRR-konfiguraciji, dok sintetski oblik sadrzi osam razlicitih
stereoizomera i naziva se all-rac-a-tokoferol. Tokotrienoli posjeduju samo kiralni stereocentar na
C-2, a tokotrienoli koji se pojavljuju u prirodi posjeduju iskljuc¢ivo konfiguraciju 2R,3’E,7’E.
Receptori i enzimi u tijelu visoko su stereoselektivni i medusobno djeluju isklju¢ivo s jednim od
enantiomera kiralne molekule u procesu koji se naziva kiralno prepoznavanje. Kao rezultat toga,
samo jedan enantiomer ima Zeljeni ucinak na tijelo, dok drugi mogu imati ili nikakav ucinak ili

imati negativan ucinak. Izoforme vitamina E nisu medusobno konvertibilne unutar ljudskog tijela.

[3]

R3 tokotrienoli

Rs tokoferoli

Slika 1. Prikaz strukture tokotrienola i tokoferola. [6]



Apsorpcija a-tokoferola dogada se u tankom crijevu uz prisutnost Zu¢i. Apsorpcija nije selektivna
i tijekom nje se svi oblici izlu¢uju u Cesticama hilomikrona sa triacilglicerolom i kolesterolom.

Jedan dio vitamina E tako vezanog u hilomikronim veZe se u masna tkiva uz lipoprotein lipazu.

[7]

2.1.1.2. Sadrzaj vitamina E u hrani i preporucene dnevne doze

Vitamin E prisutan je u hrani koja sadrzi masnoce i, buduéi da svojstvo vitamina topljivog u
mastima omogucuje njegovo pohranjivanje u masnim tkivima zivotinja i ljudi, ne mora se
konzumirati svaki dan. Od namirnica najbolji izvor vitamina E su biljna ulja. OraSasti plodovi 1
sjemenke koje takoder sadrze velike koli¢ine a-tokoferola, a znacajne koli¢ine su dostupne i u
zelenom lisnatom povréu te u obogacenim Zitaricama. [5] U Tablici 1. prikazan je sadrzaj vitamina

E u nekim namirnicama.

Tablica 1. Sadrzaj vitamin E u hrani. [8]

Namirnica Sadrzaj vitamina E u 100g
Sjemenke suncokreta 26,1 mg

Bademi 25,6 mg

Maslinovo ulje 14,4 mg

Pastrva 2,8 mg

Avokado 2,1 mg

Spinat 2,1 mg

Kivi 1,5 mg

Muskatna bundeva 1,3 mg

Kada se dobiva samo iz hrane, vitamin E nema dokumentiranih dokaza o toksi¢nosti. Medutim,

pronadeni su dokazi o prooksidativnom ostec¢enju povezani s dodacima prehrani, ali obi¢no samo



pri vrlo visokim dozama (na primjer >1000 mg/dan). Preporu¢eni unos a-tokoferola u prehrani

(RDA (eng. Recommended Dietary Allowances)) prikazan je u Tablici 2. [5]

Tablica 2. Preporuceni unos a-tokoferola u prehrani (RDA). [5]

Dob Preporuceni dnevni unos u mg
Muskarci Zene

0-6 mjeseci 4 4
7-12 mjeseci 5 5

1-3 godine 6 6
4-8 godina 7 7
9-13 godina 11 11
>14 godina 15 15

U trudno¢i 15
Tijekom dojenja 19

2.1.1.3. Uloga vitamina E

Njegova najvaznija uloga je inhibicija lanc¢ane reakcije slobodnih radikala u lipidnoj peroksidaciji.
[7] Vitamin E pomaze ¢vr§¢em pakiranju membrane i zasluzan je za vecu stabilnost stanice.
Godine 2011. Howard je sa suradnicima pokazao da je vitamin E neophodan za odrzavanje
odgovaraju¢e homeostaze skeletnih misi¢a 1 da dodatak uzgojenih miocita s a-tokoferolom potice
popravak plazmatske membrane. To se dogada jer su membranski fosfolipidi istaknute mete
oksidansa, a vitamin E ucinkovito sprjecava peroksidaciju lipida. Suprotno tome, bez dodatka a-
tokoferola, izlaganje uzgojenih stanica oksidansima izrazito inhibira popravak. Usporedna
mjerenja pokazala su da se antioksidans mora povezati s membranama kako bi se inhibirao
popravak, a upravo to ¢ini a-tokoferol. Stoga vitamin E poti¢e popravak membrane sprjecavajuci
stvaranje oksidiranih fosfolipida koji bi teoretski mogli ometati popravak. Utvrdeno je da

povecanje koncentracije a-tokoferola u endotelnim stanicama inhibira agregaciju trombocita i
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oslobada prostaciklin iz endotela. Pokazalo se da je prirodni RRR-konfiguracijski oblik a-
tokoferola dvostruko snazniji od ostalih racemic¢nih (sintetskih) a-tokoferola u inhibiciji aktivnosti
protein kinaze C.[5] Osim svoje aktivnosti kao antioksidansa, vitamin E ima i imunolosku funkciju
kao S§to je ponajprije pokazano u in vitro studijama stanica, vazan je za stani¢nu signalizaciju,
regulaciju ekspresije gena i druge metabolicke procese. Takoder a-tokoferol inhibira aktivnost
protein kinaze C, enzima uklju¢enog u stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju glatkih misi¢nih
stanica, trombocita i monocita. Endotelne stanice pune vitamina E koje oblazu unutarnju povrSinu
krvnih zila bolje se odupiru komponentama krvnih stanica koje se lijepe na tu povrSinu. Vitamin
E takoder povecava ekspresiju dvaju enzima koji suzbijaju metabolizam arahidonske kiseline,
¢ime se povecava otpuStanje prostaciklina iz endotela, koji zauzvrat Siri krvne Zzile 1 inhibira

agregaciju trombocita. [9]

2.1.1.4. Medudjelovanja s drugim vitaminima

Adekvatan unos vitamina E u velikoj mjeri ovisi o unosu vitamina C, vitamina B3, selena i
glutationa. Da bi prehrana bogata vitaminom E imala u¢inak moraju biti osigurane i navedene
hranjive tvari. Utvrdeno je da je kooperativna interakcija izmedu vitamina C i vitamina E prilicno
vjerojatna, dok je interakcija izmedu vitamina C i f-karotena malo vjerojatna, ali moze postojati
izmedu vitamina E i f-karotena. Medudjelovanja su takoder pronadena izmedu tiola, tokoferola i

drugih spojeva koji povecavaju ucinkovitost stani¢nih antioksidativnih obrambenih sustava. [5]

2.1.1.5. Nedostatak vitamina E

Nedostatak vitamina E je rijedak 1 o€iti simptomi nedostatka nisu pronadeni kod zdravih ljudi koji
unose malo vitamina E iz prehrane. Prijevremeno rodene bebe vrlo niske porodajne tezine (<1500
g) mogu imati manjak vitamina E. Suplementacija vitamina E kod ove dojenc¢adi moze smanjiti
rizik od nekih komplikacija, poput onih koje zahvacaju mreznicu. Budu¢i da je probavnom traktu
potrebna masnoca za apsorpciju vitamina E, ljudi s poremecajima malapsorpcije masti imaju vec¢u

vjerojatnost da ¢e postati manjkavi nego ljudi bez takvih poremecaja. Simptomi nedostatka



ukljucuju perifernu neuropatiju, ataksiju, skeletnu miopatiju, retinopatiju 1 oSte¢enje imunoloskog
odgovora. Nekim osobama s abetalipoproteinemijom, rijetkim nasljednim poremecajem koji
rezultira slabom apsorpcijom masti iz hrane, potrebne su ogromne doze dodatnog vitamina E
(priblizno 100 mg/kg ili 5-10 g/dan). Nedostatak vitamina E kao sekundarna abetalipoproteinemija
uzrokuje probleme kao §to su slab prijenos zZiv€anih impulsa, slabost misica i degeneracija retine
koja dovodi do sljepoce. Ataksija i nedostatak vitamina E je joS jedan rijedak, nasljedni poremeca;j
u kojem je jetreni a-tokoferol prijenosni protein neispravan ili ga nema. Osobe s tim poremecajem
imaju toliko ozbiljan nedostatak vitamina E da razvijaju oSte¢enje zivaca i gube sposobnost

hodanja osim ako ne uzimaju velike doze dodatnog vitamina E. [9]

2.1.1.6. Mehanizam djelovanja

Vitamin E je snazan antioksidans koji prekida lanac i inhibira proizvodnju molekula reaktivnih
kisikovih spojeva kada masnoca prolazi kroz oksidaciju i tijekom Sirenja reakcija slobodnih
radikala. Prvenstveno se nalazi u membranama stanica i organela gdje moZe pokazati svoj
maksimalni zastitni u€inak, ¢ak i kada njegov omjer koncentracije moze biti samo jedna molekula
na svakih 2000 fosfolipidnih molekula. Djeluje kao prva linija obrane protiv peroksidacije lipida,
Stiteci stani¢éne membrane od napada slobodnih radikala. Istrazivanja su pokazala da mjeSavina
tokoferola ima jaci inhibitorski u¢inak na peroksidaciju lipida izazvanu u ljudskim eritrocitima u
usporedbi sa samim a-tokoferolom. Zbog svoje aktivnosti hvatanja peroksilnih radikala, takoder
Stiti  viSestruko nezasi¢ene masne kiseline prisutne u membranskim fosfolipidima 1 u
lipoproteinima plazme. Nastali tokoferoksilni radikali mogu: oksidirati druge lipide; provoditi
daljnju oksidaciju stvarajuci tokoferil kinone; formirati nereaktivne dimere tokoferola reakcijom s
drugim tokoferoksilnim radikalom, ili biti reducirani drugim antioksidansima u tokoferol.
Utvrdeno je da a-tokoferol uglavnom inhibira stvaranje novih slobodnih radikala, dok y-tokoferol
hvata 1 neutralizira postojece slobodne radikale. Oksidacija je povezana s brojnim moguéim
stanjima 1 bolestima ukljucujuéi: rak, starenje, artritis i kataraktu. Stoga bi vitamin E mogao

sprijeciti ili odgoditi kroni¢ne bolesti povezane s molekulama reaktivnih kisikovih vrsta. [5]



2.2. Elektrokemija

Elektrokemija je grana kemije zaduzena za pracenje reakcija u kojima dolazi do prijenosa
elektrona. Ona povezuje prijenos elektrona s kemijskim promjenama. U anorganskoj kemiji,
nastala kemijska promjena je ¢esto posljedica oksidacije ili redukcije metalnog kompleksa. [10]
Elektrokemija se bavi odnosom izmedu elektriciteta i kemijske promjene. Mnoge kemijske
reakcije koje se spontano odvijaju oslobadaju elektri¢nu energiju, a neke od tih reakcija koriste se
u baterijama i gorivim ¢elijama za proizvodnju elektri¢ne energije. Nasuprot tome, elektri¢na struja
moze se koristiti za izazivanje mnogih kemijskih reakcija koje se ne odvijaju spontano. U procesu
koji se naziva elektroliza, elektricna energija se pretvara izravno u kemijsku energiju, koja se
pohranjuje u produktima reakcije. Ovaj se proces primjenjuje u rafiniranju metala, galvanizaciji i
proizvodnji vodika i kisika iz vode. Prolaz elektriciteta kroz plin opéenito uzrokuje kemijske

promjene, a to €ini zasebnu granu elektrokemije. [11]

2.2.1. Voltametrija

Voltametrija se moze koristiti 1 za kvalitativhu 1 za kvantitativnu analizu Sirokog spektra
molekulskih te ionskih spojeva. [12] U voltametriji se informacije o analitu dobivaju mjerenjem
struje dok se potencijal mijenja. Rezultat dolazi iz voltametrijskog eksperimenta u obliku
voltamograma, koji je dijagram struje u odnosu na potencijal radne elektrode. Voltametrijska
mjerenja istrazuju reaktivnost polucelije analita. Oblik krivulja ovisi o brzini promjene potencijala
1 o tome mijeSa li se otopina ili miruje. Veéina eksperimenata kontrolira potencijal elektrode u
kontaktu s analitom dok se mjeri rezultirajuca struja. [13] Voltametrija se koristi u kvantitativnoj
analizi za anorganske ili organske tvari u vodenom ili nevodenom mediju. Takoder se primjenjuje
za ispitivanje kinetike, odredivanje redoks potencijala 1 mehanizma redoks reakcija te za
elektrokemijsku detekciju analita koji su razdijeljeni tijekom mjerenja u tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC). [14] Voltametrijski  sustav se sastoji od
potenciostata, racunala i od elektrokemijske Celije. Potenciostat ima ulogu pruzanja potencijala i

mjerenja struje, a racunalo pomocu odgovarajuCeg programa prikazuje rezultate u obliku



voltamograma. Shematski prikaz sustava prikazan je na Slici 2. [15] Sustav u kojem se nalazi analit
prilikom mjerenja metodom voltametrije naziva se elektrokemijska ¢elija. Shematski je prikazana
elektrokemijska ¢elija na Slici 3. Sastoji se od posude sa cepom koji ima utore za radnu elektrodu,

referentnu elektrodu i protuelektrodu.

Protuelektroda

-

Radna elektroda Potenciostat/galvanostat

Referentna elektroda Racunalo

Slika 2. Voltametrijski sustav. [15]

Q%“:/ Otvori za uklanjanje
plinova ili dodavanje

e reagensa
= -

Teflonski cep

ﬁ Otopina elektrolita

Radna elektroda

Pomocna elektroda

\ Referentna elektroda

Slika 3. Skica troelektrodne celije. [10]
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2.2.1.1. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija (CV) je mo¢na i popularna elektrokemijska tehnika koja se obi¢no koristi za
istrazivanje procesa oksidacije i redukcije molekularnih vrsta. Takoder je neprocjenjiva za
proucavanje kemijskih reakcija pokrenutih prijenosom elektrona, Sto ukljucuje katalizu. Postupak
mjerenja metodom ciklicke voltametrije po€inje dodavanjem otopine elektrolita u elektrokemijsku
¢eliju, zajedno s referentnom otopinom i tri elektrode. Nakon toga uz pomo¢ potenciostata pusta
se potencijal izmedu radne i referentne elektrode. Kada potenciostat dosegne unaprijed postavljenu
granicu, pomicat ¢e se u suprotnom smjeru. Potenciostat ponavlja ovaj postupak vise puta tijekom
skeniranja i1 pritom biljezi promjenu struje izmedu radne i referentne. Rezultat je karakteristiCan
dijagram u obliku patke poznat kao cikli¢ki voltamogram. Cikli¢ka voltametrija je sofisticirana
voltametrijska metoda. Tijekom skeniranja, analit ili gubi elektron (oksidacija) ili dobiva elektron
(redukcija). To ¢e ovisiti o smjeru rasta potencijala. [16] Voltamogrami ili cikli¢ki voltamogrami
(Slika 4.) na X-osi sadrze parametar koji je nametnut sustavu, u ovom sluc¢aju primijenjeni

potencijal (£), dok je y-os prikazan odziv, odnosno rezultirajuéa struja, (/).

e —————————————
2 |l—s
8,
=
w2
D SOpA{

. L .. T .
-0.25 -0.50 -0.75 -1.00 -1.25 -1.50
Potencyal (£)

Slika 4. Ciklicki voltamogrami. [10]
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Potencijal radne elektrode mjeri se u odnosu na referentnu elektrodu koja odrzava konstantan
potencijal. NajviSe tocke na voltamogramu nazivaju se sklopnim potencijalom i to je tocka u kojoj
je napon dovoljan da izazove oksidaciju ili redukciju analita. [10] Na slici 6. prikazani su signal
pobude (Slika 5a) koji je linearno promjenljivi potencijal i signal odziva (Slika 5b), odnosno struja,

koja se mjeri kao funkcija narinutog potencijala.

. (a) R (b)

v

Slika 5. a) Signal pobude b) Signal odziva. [17]

2.2.1.2. Diferencijalna pulsna voltametrija

Diferencijalna pulsna voltametrija naziv je dobila po tome Sto se mjeri diferencija koja nastaje u
struji ¢elije, a €iji je uzrok naponski impuls. Ona se temelji na primjeni pulseva odredene veliCine
koji se primjenjuju na radnu elektrodu, a koji su dodani na linearni nagib. Mjeri se struja
neposredno prije primjene pulsa te na samom zavrSetku primjene te se zatim mjeri razlika kao
funkcija potencijala. Signal pobude (Slika 6a) je niz kratkotrajnih pulseva. Signal odziva je
proporcionalan koncentraciji reaktanata i ima oblik jasno izraZzenog vrha (Slika 6b). Zbog toga $to

diferencijalni pulsni voltamogrami imaju jasno izraZzene vrhove oni su pogodni za analiticke svrhe.

Diferencijalna pulsna voltametrija je odlicna metoda kada je potrebno odrediti vrlo niske
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koncentracije elektroaktivnih komponenata u razliCitim wuzorcima, tkivima 1 bioloSkim
tekué¢inama. Granice osjetljivosti diferencijalni pulsne voltametrije su oko 10® mol dm™ i to uz

uvjet da se koristi dobar 1 prikladan elektrolit. [18]

t (a) ! (b)

[t

Slika 6. a) Signal pobude b) Signal odziva. [17]

2.3. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, poznata kao HPLC (engl. High-performance
liquid chromatography) je analiticka tehnika koja se koristi za odvajanje, identifikaciju ili
kvantificiranje svake komponente u smjesi. Kod koristenja tekucéinske kromatografije visoke
djelotvornosti mjerenje se provodi tako S§to mobilna faza nosi uzorak koji se injektira kroz kolonu
gdje dolazi do razdvajanja. Sastojci smjese se odvajaju pomocu osnovnog principa kromatografije
koja podrazumijeva odvajanje komponenata smjese koje su noSene mobilnom fazom, a razdvajaju
se na stacionarnoj fazi, identificiraju se i kvantificiraju uz pomo¢ detektora koji mogu biti: UV/VIS
detektori, fluorescentni, detektori indeksa loma, spektrometar masa, elektrokemijski, detektor
rasprSenja svjetla, amperometrijski itd. HPLC je stoga u osnovi vrlo poboljSan oblik tekucéinske
kromatografije na stupcu. Umjesto da se otapalo pusti da kapa kroz kolonu pod djelovanjem

gravitacije, ono se tjera pod visokim tlakom do 400 atmosfera. HPLC uredaj se sastoji od pumpe,
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injektora, pecnice, kolone, detektora te jedinice za obradu podataka. Shematski je prikazan jedan

takav uredaj na slici 7. [19]

1 | Hl - — | e
Pumps Infekto e > Detsr et

Mobilna firs Podaci
L J

Otpsd

Slika 7. Shematski prikaz HPLC uredaja. [19]

Razdvajanje se odvija u koloni za odvajanje izmedu stacionarne i mobilne faze. Stacionarna faza
je granulirani materijal s vrlo malim poroznim ¢esticama u koloni za odvajanje. Mobilna faza je
otapalo ili smjesa otapala koja se pod visokim tlakom tjera kroz kolonu za odvajanje. Preko ventila
sa spojenom petljom za uzorkovanje, tj. male cijevi ili kapilare od nehrdajuceg celika, uzorak se u
mobilnu fazu moze unositi pomoc¢u automatskog uzorkivaca (autosamplera) ili ru¢no pomocu
Sprice. Nakon toga, pojedina¢ne komponente uzorka migriraju kroz kolonu razli¢itim brzinama jer
se zadrzavaju u razli¢itim stupnjevima interakcija sa stacionarnom fazom. Nakon napustanja
kolone, pojedina¢ne komponente detektira odgovarajuéi detektor i prosljeduje kao signal HPLC
softveru na racunalu. Na kraju mjerenja dobiva se kromatogram pomocu kojeg mozemo
identificirati komponente od kojih se sastoji uzorak koji se analizira. Pumpa HPLC uredaja je
smjestena u gornjem dijelu sustava i stvara protok mobilne faze iz spremnika otapala u sustav.
Injektor se nalazi pored pumpe i sluzi za uvodenje uzoraka u protok mobilne faze. Razdvajanje
komponenata se dogada unutar kolone. Novije kolone cesto se pripremaju u kucistu od
nehrdajuceg Celika, umjesto u staklenim kolonama. Pomocu detektora se promatra dobiveno
odvajanje. Promjena u mobilnoj fazi detektirana detektorom je u obliku elektroni¢kog signala, te

stoga jos uvijek nije vidljiva ljudskim okom. U proslosti popularno se koristio pisa¢ s olovkom i
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papirom. U danasnje vrijeme koristi se racunalni procesor podataka (integrator). Postoje razliCite
vrste procesora podataka; od jednostavnog sustava koji se sastoji od ugradenog pisaca i programa
za obradu teksta, do onih sa softverom koji je posebno dizajniran za tekuc¢insku kromatografiju,
LC (eng. Liquid chromatography) sustav koji ne samo da prikuplja podatke, ve¢ i ima znacajke
kao Sto su prilagodba vrha, korekcija osnovne linije, automatski izracun koncentracije, odredivanje
molekularne tezine itd. Mobilna faza koja se koristi za analizu moze sadrzavati plinove poput
kisika, Sto se otkriva kao Sum i uzrokuje nestabilnu osnovnu liniju. Otplinja¢ koristi posebne
polimerne membranske cijevi za uklanjanje plinova. Brojne vrlo male pore na povrsini polimerne
cijevi dopustaju prolazak zraka, a istovremeno sprjecavaju prolazak tekucine kroz pore. Na
razdvajanje Cesto uvelike utjeCe temperatura kolone. Kako bi se dobili ponovljivi rezultati, vazno
je odrzavati stalne temperaturne uvjete. Takoder za neke analize, kao S$to su Seceri 1 organske
kiseline, bolje razlucivosti se mogu posti¢i na povisenim temperaturama (50 do 80 °C). Stoga se

kolone opcenito drze unutar peci kolone (grija¢ kolone). [19]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Popis kemikalija:

e o-tokoferol, C29Hs5002

e destilirana voda

e ultraCista voda

e litijev klorid, LiCl

e Realni uzorci: persin, kelj 1 praskasti dodatak prehrani s vitaminom E
e etanol, C2HsOH

e metanol, CH;0H

e 2 ,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, C15sH240, (BHT)

Slika 8. Persin. [20]
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Slika 9. Kelj. [21]

3.2. Voltametrija

Za ispitivanje elektrokemijskih svojstava 1 oksidacijskog mehanizma a-tokoferola koriStene su
ciklicka i diferencijalna pulsna voltametrija u granicama potencijala od -0,40 V do 1,00 V. Za
cikli¢ku voltametriju mjerenja su provedena pri brzini polarizacije elektrode od v = 50 mV/s do
300 mV/s. Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni su uz brzinu polarizacije elektrode od 5

mV/s, visinu pulsa 25 mV, Sirinu pulsa 70 ms 1 scan increment 5 mV.

3.2.1. Priprema otopina za elektrokemijska mjerenja

Standardne otopine LiCl (y = 4,2 g dm-3) i a-tokoferola (y = 430,71 g dm-3) su pripremljene u
ultracistoj vodi. U odmjernu tikvicu od 50 mL dodana je ultracista voda te 0,21197 g LiCl te je
nadopunjeno ultracistom vodom do oznake na tikvici. Otopina LiCl koriSten je kao inertni
elektrolit prilikom voltametrijskih mjerenja u svim sustavima. Standardna otopina a-tokoferola

pripremljena je otapanjem 21,5355 g a- tokoferola u 50 ml ultraciste vode. Prije svakog mjerenja,
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standardna otopina a-tokoferola razrijedena je do odgovarajuée koncentracije smjesom etanola i

vode volumnog omjera (70:30).

3.2.2. Elektokemijska ¢elija

Elektrokemijska mjerenja provedena su u troelektrodnoj voltametrijskom ¢eliji koja je prikazana
na Slici 10., a koja je spojena na PalmSens potenciostat/galvanostat pri sobnoj temperaturi (6 =
25 °C). Kao referentna elektroda koriStena je Ag/AgCl elektroda koja se koristi za nevodene
medije, radna elektroda od staklastog ugljika, dok je kao protuelektroda koriStena platinska Zica.
Elektrode su prikazane na Slici 11. Za obradu dobivenih podataka koristen je PSTrace racunalni
program. Cijeli sustav za voltametrijska mjerenja prikazan je na Slici 12. Radna elektroda je
polirana suspenzijom a- Al2O3 prije svakoga mjerenja te je cijeli sustav propuhivan argonom

visoke Cistoce.

Slika 10. Troelektrodni sustav za voltametrijska mjerenja.
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J L: 62 mm

a b B 4 c

Slika 11. a) Elektroda od staklastog ugljika, b) Platinska Zica, c¢) Ag/Ag" elektroda za nevodeni

medij.

Slika 12. Aparatura za voltametrijska mjerenja.
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Slika 13. MijeSanje na vorteksu.

3.3. Kalibracija tekuéinskog kromatografa visoke djelotvornosti

Pripremljen je niz standardnih otopina a-tokoferola koncentracije 5 — 60 mg/L i konstruiran je

kalibracijski dijagram. Dobivena vrijednost koeficijenta determinacije iznosila je R? = 0,9994.

3.4. Priprema realnih uzoraka za tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti

Uzorak perSina kupljen je u dehidriranom obliku, dok je kelj dehidriran u postupku pripreme
uzorka. Realni uzorci suhog perSina i kelja najprije su usitnjeni, prosijali i potom vagani kao i

uzorak dodatka prehrani. Uzorcima je zatim dodano 0,5 mL 0,2% BHT i odgovaraju¢i volumen
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metanola, ovisno o omjeru suhe tvari i ekstrakcijske smjese (za omjer 1:1,25 dodano je 0,16 mL
metanola za omjer 1:20 dodano je 2 mL metanola, za omjer 1:30 dodano je 3,25 mL, za omjer 1:40
dodano je 4,5 mL, za omjer 1:50 dodano je 5,75 mL, za omjer 1:80 dodano je 9,50 mL, a za omjer
1:100 dodano je 12 mL metanola). Uzorci su promijeSani na vortexu 30 s i ostavljeni su na tamnom
mjestu tijekom 1 h. Zatim su uzorci centrifugirani tijekom 10 min pri 6000 rpm i profiltrirani kroz

filtere za Spricu s veli¢inom pora 0,20 pum.
3.5. Ponovljivost mjerenja
Da bi se utvrdila ponovljivost mjerenja napravljena su tri uzorka ekstrakta perSina u omjeru 1:50,

uzorci su ostavljeni 1 h na tamnom i zatim pripremljeni na isti na¢in kao i prethodni. Svaki uzorak

injektiran je dva puta.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Ispitivanje topljivosti a-tokoferola

Ispitana je topljivost Cistog a-tokoferola u 5 razli¢itih otapala. Na slici 14. su prikazane te otopine.
Pokazalo se da a-tokoferol nije topljiv u vodi, kao ni u dimetilformamidu (DMF-u). Dok je topljiv
u dimetil sulfoksidu (DMSO-u), acetonitrilu (ACN-u) i u etanolu. Od ta tri otapala najbolje se

pokazao etanol.

Slika 14. Ispitivanje topljivosti a-tokoferola u vodi, DMSO, ACN, DMF i etanolu.

Zatim je ispitivana topljivost a-tokoferola u razli¢itim omjerima vode i etanola $to je prikazano na

Slici 15. Pokazalo se da je topljivost najbolja u smjesi vode i etanola u omjeru 30:70.
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Slika 15. Ispitivanje topljivosti a-tokoferola u ¢istom etanolu, smjesi etanola i vode u omjeru

80:20, smjesi etanola i vode u omjeru 70:30 te u smjesi etanola i vode u omjeru 50:50.

Cikli¢ki voltamogram na Slici 16. prikazuje ovisnost jakosti struje o primijenjenom potencijalu za
uzorke koji sadrZe razli¢it omjer vode 1 etanola u otopini. Ciklicki voltamogrami otopina a-
tokoferola u ¢istom etanolu, ¢istoj vodi , smjesi etanola i vode u omjeru 80:20 te u smjesi etanola

i vode u omjeru 70:30 pokazuju ovisnost izrazenosti elektrokemijskih svojstava a-tokoferola o

omjeru etanola i vode.
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Slika 16. Ciklicki voltamogram ovisnosti jakosti struje o primijenjenom potencijalu za otopine a-

tokoferola (y = 215,4 mg dm™) s razli¢itim omjerom vode i etanola: &isti etanol (=), 50:50 (=),
70:30 (=) i 80:20 (=).

Na Slici 17. prikazani su diferencijalni pulsni voltamogrami za ispitivane uzorke. Diferencijalni
pulsni voltamogrami otopina a-tokoferola u ¢istom etanolu, smjesi etanola i vode u omjeru 50:50,
smjesi etanola i vode u omjeru 80:20 te u smjesi etanola i vode u omjeru 70:30 pokazuju ovisnost
oksidacijskog strujnog vrha a-tokoferola o omjeru etanola i vode. Najvisi oksidacijski strujni vrh

vidljiv je na voltamogramu za otopinu analita u smjesi etanola i vode u omjeru 70:30.
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Slika 17. Diferencijalni pulsni voltamogram ovisnosti jakosti struje o primijenjenom potencijalu
za otopine a-tokoferola (y =215,4 mg dm™) s razli¢itim omjerom vode i etanola: ¢isti etanol (=),

50:50 (—), 70:30 (=) i 80:20 (—).

4.2. Stabilnost otopine

Na Slici 18. su prikazani ciklicki voltamogrami svjeze pripremljenih i odstajalih otopina a-
tokoferola snimljeni pri brzini polarizacije elektrode v = 50 mV/s. Prvi uzorak je svjeze
pripremljena otopina, drugi uzorak je ista ta otopina nakon jednog dana, a treci uzorak je svjeze
pripremljena nova otopina. Od ispitivanih otopina najizrazeniji oksidacijski strujni vrh dobiven je

za svjeze pripremljenu otopinu. Stoga se za mjerenja Koristila svjeze pripremljena otopina.
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Slika 18. Ciklicki voltamogrami koji prikazuju ovisnost jakosti struje o primijenjenom potencijalu
za otopine a-tokoferola (y = 215,4 mg dm™) razli¢itog vremena pripreme: svjeZe pripremljena

otopina (==), ista ta otopina nakon jednog dana (==) 1 svjeze pripremljena nova otopina (==).

4.3. Ciklicka voltametrija

Ciklickom voltametrijom proucavana su svojstva a-tokoferola. Na slici 19. prikazan je ciklicki
voltamogram a-tokoferola u kojem je uo€en anodni strujni vrh (A) pri potencijalu, Epa= 0,175 V.

Navedeni oksidacijski strujni vrh se odnosi na ireverzibilnu oksidaciju a-tokoferola.
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Slika 19. Cikli¢ki voltamogrami blank otopine (=) i standardne otopine (==) a-tokoferola (y =
215,4 mg dm™) u smjesi etanola i vode omjera 70:30.

4.3.1. Utjecaj brzine polarizacije

Na Slici 20. su prikazani ciklicki voltamogrami a-tokoferola snimljeni pri razli¢itim brzinama

polarizacije elektrode. Utvrdeno je da struja oksidacijskog strujnog vrha raste s pove¢anjem brzine

polarizacije elektrode te se pomice prema visSim potencijalima (pozitivira se).
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Slika 20. Ciklicki voltamogrami a-tokoferola (y=215,4 mg dm™) koji prikazuju ovisnost jakosti
struje o primijenjenom potencijalu pri razli¢itim brzinama polarizacije radne elektrode. (v = 50
mV/s (==), v=100 mV/s (=), v= 150 mV/s (==), v =200 mV/s (==), v=250 mV/s (==), v =300
mV/s (=)).

Slika 21. prikazuje ovisnost struje oksidacijskog strujnog vrha (fpa) o drugom korijenu brzine
polarizacije te se moze zakljuciti da se radi o linearnoj ovisnosti $to ukazuje na difuzijski

kontrolirani proces.
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Slika 21. Struja anodnog strujnog vrha (/pa), kao funkcija drugog korijena brzine promjene

potencijala (v

Na Slici 22. prikazana je graficki ovisnosti logaritma struje oksidacijskog strujnog vrha (/.«) o

logaritmu brzine polarizacije elektrode pokazuje linearnu ovisnost za anodni strujni vrh. Nagib

pravca je oko 0,5 sto dovodi do zakljucka da je oksidacijski mehanizam a-tokoferola difuzijski

kontroliran proces.
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Slika 22. Ovisnosti logaritma struje oksidacijskog strujnog vrha (log Ip«) o logaritmu brzine

polarizacije elektrode (log v).

4.4. Diferencijalna pulsna voltametrija

Na Slici 23. prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram a-tokoferola koji je otopljen u smjesi
etanola 1 vode u omjeru 70:30. Uocen je jedan oksidacijski strujni vrh (A) pri potencijalu, Epa =

0,070 V koji se odnosi na oksidaciju a-tokoferola.
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Slika 23. Diferencijalni pulsni voltamogram standardne otopine a-tokoferola (y = 215,4 mg dm™)

(==) 1 blank otopine (==) snimljeni u smjesi etanola i vode u omjeru 70:30, v. =5 mV/s.

4.4.1. Utjecaj koncentracije analita

Na slici 24. prikazan je diferencijalni pulsni voltamogram koji opisuje ovisnost struje
oksidacijskog strujnog vrha, Ipa. o koncentraciji otopine a-tokoferola. Mjerenja su provedena u
granicama potencijala od -0,40 V do 1,00 V. Utvrdeno je da je visina oksidacijskog strujnog vrha
linearno ovisna o koncentraciji a-tokoferola u otopini. Na slici 25. prikazan je i grafic¢ki prikaz
ovisnosti /pa 0 koncentraciji a-tokoferola. Iz njega se takoder moze zakljuciti da visina
oksidacijskog strujnog vrha linearno raste s povecanjem koncentracije a-tokoferola u otopini u

koncentracijskom podru¢ju od y = 0,43 mg dm™ do y = 70,41 mg dm™.
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Slika 24. Diferencijalni pulsni voltamogrami otopina a-tokoferola razli¢itih masenih koncentracija
(y = 0,43 mg dm (=), (y = 1,10 mg dm™ (==), (y = 3,09 mg dm™ (=), y = 5,07 mg dm™> (=),
»=9,02 mg dm™ (=), y = 40,69 mg dm (=) mg dm™>, y = 70,41 mg dm™ (), y = 98,33 (==),
y=137,21 mg dm? (), y = 172,87 mg dm™ (=), y = 181,89 mg dm™ (=) i blank otopine (-)).
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Slika 25. Graficki prikaz ovisnosti struje oksidacijskog strujnog vrha (/p,a) 0 masenoj koncentraciji

o-tokoferola (y).

4.5. Analiza realnih uzoraka teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

4.5.1. Usporedba rezultata dobivenih ekstrakcijom razli¢itih omjera suhe tvari i ekstrakcijske
smjese

Koncentracija a-tokoferola odredena je u uzorcima suhe tvari realnih uzoraka koji su ekstrahirani
u razliitim omjerima sa smjesom otapala koja se sastoji od BHT i metanola. U tablicama su

prikazani rezultati dobiveni mjerenjem koncentracije a-tokoferola u takvim otopinama.

33



4.5.1.1.Dodatak prehrani s vitaminom E

U tablici 3. prikazani su rezultati usporedbe razli¢itih omjera suhe tvari 1 ekstrakcijske smjese za
uzorak koji je dodatak prehrani. Za slucaj kada je za ekstrakciju a-tokoferola uzet omjer suhe tvari
1 smjese za ekstrakciju 1:20 prosjecan rezultat iznosi 0,014 mg/100g, dok je za omjer suhe tvari 1
smjese za ekstrakciju 1:1,25 dobivena koncentracija a-tokoferola u prosjeku iznosila 0,0060
mg/100g. lako je izmjereni sadrzaj a-tokoferola u uzorcima s omjerom suha tvar: ekstrakcijska
smjesa 1:20 vec¢i kada je izraZzen u mg/100g, instrumentom se teSko odredivala koncentracija u

mg/L pa je za daljnja mjerenja ovog uzorka uzet omjer 1:1,25.

Tablica 3. Usporedba rezultata dobivanih iz razli¢itih omjera suhe tvari i smjese za ekstrakciju a-

tokoferola iz uzorka dodatka prehrani.

vrijeme ekstrakcije 1h
uzorak omjer suha tvar : ekstr. smjesa rezultat rezultat
) ) (mg/L) (mg/100g)
dodatak prehrani 1:20 0,007 0,014
dodatak prehrani 1:1.25 0,049 0,006

4.5.1.2. PerSin

Rezultati dobiveni za ekstrakciju a-tokoferola iz perSina razliCitim omjerima suhe tvari i
ekstrakcijske smjese prikazani su u Tablici 4. Kada je za ekstrakciju koriSten omjer suhe tvari 1
smjese za ekstrakciju 1:30 rezultat iznosi 0,694 mg/100g, za omjer suhe tvari i smjese za
ekstrakciju 1:40 dobivena koncentracija a-tokoferola iznosi 0,696 mg/100g te je za omjer 1:50
0,695 mg/100g. Za sva tri slucaja rezultat je slian pa je za daljnja mjerenja ovog uzorka uzet

omjer 1:50.
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Tablica 4. Usporedba rezultata dobivenih iz razli¢itih omjera suhe tvari i smjese za ekstrakciju a-

tokoferola iz uzorka persina.

uzorak vrijeme ekstrakcije 1h
omjer suha tvar : ekstr. smjesa rezultat (mg/L) | rezultat (mg/100g)
persin 1:30 0,229 0,694
persin 1:40 0,174 0,696
persin 1:50 0,139 0,695
4.5.1.3.Kelj

U Tablici 5. prikazana je usporedba rezultata dobivenih za mjerenje sadrzaja a-tokoferola u kelju

razli¢itim omjerima suhe tvari i ekstrakcijske smjese. Kada je za ekstrakciju koristen omjer suhe

tvari i smjese za ekstrakciju 1:50 rezultat iznosi 0,125 mg/100g, za omjer suhe tvari i smjese za

ekstrakciju 1:80 dobivena je koncentracija a-tokoferola 0,120 mg/100g te je za omjer 1:100

iznosila 0,110 mg/100g. Iz rezultata se moze zakljuciti da je ekstrakcija a-tokoferola najbolja bila

za omjer 1:50 pa je za daljnja mjerenja ovog uzorka uzet taj omjer.

Tablica 5. Usporedba rezultata dobivanih iz razli¢itih omjera suhe tvari 1 smjese za ekstrakciju a-

tokoferola iz uzorka kelja.

uzorak vrijeme ekstrakcije 1h
omjer suha tvar : ekstr. smjesa | rezultat (mg/L) | rezultat (mg/100g)
kelj 1:50 0,025 0,125
kelj 1:80 0,015 0,120
kelj 1:100 0,011 0,110
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4.5.2. Usporedba rezultata ispitivanja stabilnosti uzoraka za persin i kelj

4.5.2.1.Persin

U Tablici 6. prikazana je usporedba rezultata ispitivanja stabilnosti otopine uzorka perSina. Za
omjer 1:30 za smjesu koja je ostavljena na tamnom 1h, kao i za smjesu koja je na tamnom
ostavljena 2h rezultat 0,694 mg/100g . Za omjer 1:40 za smjesu koja je ostavljena 1 h rezultat
iznosi 0,696 mg/100g dok je za isti omjer za smjesu koja je ostavljena 2h rezultat 0,680 mg/100g.
Za omjer suhe tvari i smjese otapala 1:50 za otopinu koja je lh ostavljena na tamnom rezultat
iznosi 0,695 mg/100g, a za onu koja je ostavljena 2h iznosi 0,715 mg/100g. Time je pokazano da
ostavljanje otopine uzorka u smjesi za ekstrakciju tijekom 2 h ne pridonosi znatno boljoj ekstrakciji
a-tokoferola. Uzorci su zatim uzeti iz otopina za ekstrakciju koji su pripremljeni 96 h ranije i
cuvani u hladnjaku te nisu filtrirani. Uzorci su uzeti iz otopine na dan kada su analizirani te su
filtrirani i pripremljeni kao i ostali uzorci i ostavljeni na tamnom. Dobiveni su rezultati za omjer
1:30 0,685 mg/100g za smjesu koja je na tamnom ostavljena lh, dok je rezultat za smjesu koja je
na tamnom ostavljena 2 h 0,673 mg/100g. Za omjer suhe tvari i ekstrakcijske smjese 1:40 rezultat
iznosi 0,684 mg/100g kada je smjesa ostavljena na tamnom 1 h, dok je rezultat za jednak omjer za
smjesu koja je na tamnom ostavljena 2 h 0,660 mg/100g. Za omjer 1:50 dobiven je rezultat 0,685
mg/100g za smjesu koja je na tamnom ostavljena 1h, a za smjesu jednakog omjera koja je na
tamnom ostavljena 2 h rezultat iznosi 0,700 mg/100g. Time smo uvidjeli da se ekstrakcija ne

poboljsava stajanjem ekstrakcijske smjese tijekom duzeg vremena bez filtriranja.

Tablica 6. Usporedba rezultata ispitivanja stabilnosti otopine uzorka perSina.

orak vrijeme ekstrakeije 1h | 9h 2h | 9h
omjer suha tvar : ekstr. smjesa rezultat (mg/100g) rezultat (mg/100g)
persin 1:30 0,694 0,685 0,694 0,673
persin 1:40 0,696 0,684 0,680 0,660
persin 1:50 0,695 0,685 0,715 0,700
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4.5.2.2. Kelj

U Tablici 7. prikazana je usporedba rezultata ispitivanja stabilnosti otopine uzorka kelja. Za omjer
1:50 za smjesu koja je ostavljena na tamnom 1h rezultat je 0,125 mg/100g. Za omjer 1:80 za smjesu
koja je ostavljena 1 h rezultat iznosi 0,120 mg/100g. Za omjer suhe tvari i smjese otapala 1:100 za
otopinu koja je 1h ostavljena na tamnom rezultat iznosi 0,110 mg/100g. Uzorci su ostavljeni 72 h
te su na dan mjerenja pripremljeni za analizu. Rezultati pokazuju da je za omjer 1:50 rezultat 0,130
mg/100g. Za omjer 1:80 iznosi 0,112 mg/100g. Za omjer suhe tvari i smjese otapala 1:100 rezultat
iznosi 0,110 mg/100g. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti da ostavljanjem otopine uzorka u
smjesi za ekstrakciju tijekom 72 h ne pridonosi boljoj ekstrakciji a-tokoferola iz kelja, Stovise kod

uzorka gdje je omjer suhe tvari i ekstrakcijske smjese 1:80 koncentracija a-tokoferola je smanjena.

Tablica 7. Usporedba rezultata ispitivanja stabilnosti otopine uzorka kelja.

vrijeme ekstrakcije 1h | 72 h

uzorak : .
omjer suha tvar : ekstr. smjesa rezultat (mg/100g)
kelj 1:50 0,125 0,130
kelj 1:80 0,120 0,112
kelj 1:100 0,110 0,110

4.5.3. Ponovljivost mjerenja

Rezultati ponovljivosti mjerenja prikazani su u Tablici 8. na primjeru rezultata za uzorak persina.
Srednja vrijednost rezultata mjerenja za prvo injektiranje je 0,833 mg/100g, dok za drugo
injektiranje srednja vrijednost iznosi 0,823 mg/100g. Standardna devijacija rezultata dobivenih za
prvo injektiranje iznosi 0,020, a za drugo 0,019. Relativno standardno odstupanje za rezultate
dobivene za prvo injektiranje je 2,425%, a za drugo iznosi 2,299%. Interval pouzdanosti metode

je za prvo injektiranje uzorka +0,023, dok je za drugo 0,021.
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Tablica 8. Preciznost metode na primjeru mjerenja za uzorak persina.

uzorak omjer suha tvar : ekstr. smjesa | rezultat (mg/100g) 2
perSin 1 1:50 0,845 0,845
persin_ 2 1:50 0,845 0,815
persin 3 1:50 0,810 0,810
srednja vrijednost 0,833 0,823
SD 0,020 0,019
RSD (%) 2,425 2,299
interval pouzdanosti () 0,023 0,021

4.5.4. Rezultati mjerenja realnih uzoraka

Realni uzorci persSina, kelja 1 dodatka prehrani pripremljeni su na prethodno opisani nacin te su
ostavljeni 1h na tamnom i zatim pripremljeni na isti nacin kao 1 prethodni. Svaki uzorak injektiran
je dva puta uzastopno, a rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 9. Rezultati mjerenja za uzorke
persina iznose 0,840 mg/100g, 0,830 mg/100g te 0,810 mg/100g. Srednja vrijednost tih rezultata
iznosi 0,827 mg/100g. Standardna devijacija je 0,015, a relativno standardno odstupanje iznosi
1,848%. Interval pouzdanosti podataka za uzorak perSina iznosi +0,012. Za uzorke kelja
mjerenjima su dobiveni rezultati 0,145 mg/100g, 0,155 mg/100g te 0,150 mg/100g. Srednja
vrijednost rezultata iznosi 0,150 mg/100g, a njihova standardna devijacija 0,005. Relativno
standardno odstupanje je 3,333%, a interval pouzdanosti +0,004. Rezultati mjerenja za uzorke
praskastog dodatka prehrani iznose 0,006 mg/100g, 0,007 mg/100g te 0,008 mg/100g. Srednja
vrijednost rezultata za te uzorke iznosi 0,007 mg/100g, a njihova standardna devijacija 0,001.
Relativno standardno odstupanje navedenih rezultata iznosi 15,947, dok je interval pouzdanosti

+0,001.
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Tablica 9. Rezultati mjerenja realnih uzoraka.

uzorak persin kelj praskasti dodatak
omjer suha tvar : ekstr. smjesa 1:50 1:50 1:1.25
mg/100g
1 0,840 0,145 0,006
2 0,830 0,155 0,007
3 0,810 0,150 0,008
srednja vrijednost 0,827 0,150 0,007
SD 0,015 0,005 0,001
RSD (%) 1,848 3,333 15,947
interval pouzdanosti () 0,012 0,004 0,001
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivana su elektrokemijska svojstva a-tokoferola uz pomo¢ dvije elektrokemijske
metode. KoriStene su ciklicka i diferencijalna pulsna voltametrija. Cikli¢ka voltametrija koriStena
je za proucavanje oksidacijskog mehanizma a-tokoferola, a diferencijalna pulsna voltametrija je
koriStena za pracenje utjecaja koncentracije na oksidacijski strujni vrh a-tokoferola. HPLC
metodom je a-tokoferol kvantitativno odreden u realnim uzorcima. Najprije je standardna otopina
o-tokoferola analizirana ciklickom voltametrijom te je odreden oksidacijski strujni vrh, zatim je
ispitan utjecaj brzine polarizacije te utjecaj starosti standardne otopine na oksidacijski strujni vrh.
Zakljuceno je da struja 1 potencijal oksidacijskog strujnog vrha rastu s povecanjem brzine
polarizacije dok se struja oksidacijskog strujnog vrha malo smanjuje s vremenom stajanja otopine.
Standardna otopina analizirana je 1 diferencijalnom pulsom voltametrijom te je odreden
oksidacijski strujni vrh i je zatim ispitan utjecaj koncentracije otapala na njegovu visinu te je
uocena linearna ovisnost u podru¢ju koncentracija od y = 0,43 mg dm™ do y = 70,41 mg dm™.
Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti koriStena je za analizu realnih uzoraka. Rezultati
mjerenja za uzorke persina iznose 0,840 mg/100g, 0,830 mg/100g te 0,810 mg/100g. Srednja
vrijednost tih rezultata iznosi 0,827 mg/100g. Standardna devijacija je 0,015, a relativno
standardno odstupanje iznosi 1,848%. Interval pouzdanosti podataka za uzorak perSina iznosi
+0,012. Za uzorke kelja dobiveni su rezultati 0,145 mg/100g, 0,155 mg/100g te 0,150 mg/100g.
Srednja vrijednost rezultata iznosi 0,150 mg/100g, a njihova standardna devijacija 0,005.
Relativno standardno odstupanje je 3,333%, a interval pouzdanosti +0,004. Rezultati mjerenja za
uzorke praskastog dodatka prehrani iznose 0,006 mg/100g, 0,007 mg/100g te 0,008 mg/100g.
Njihova srednja vrijednost iznosi 0,007 mg/100g, a standardna devijacija 0,001. Relativno
standardno odstupanje navedenih rezultata iznosi 15,947, dok je interval pouzdanosti +0,001.
Vitamin E ima nezamjenjivu ulogu ljudskom organizmu te je stoga vrijedno nastaviti istrazivanja

u tom podrucju.
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