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1. UvOD

Riboflavin, derivat izoaloksazina, je vitamin skupine B ¢iju osnovnu strukturu ¢ini triciklicki
heteronuklearni prsten, a osim same osnove sadrzi i ribitolni pobo¢ni ogranak. Radi se o
vitaminu topljivom u vodi koji je za ljudski organizam esencijalan, odnosno potreban je
svakodnevni unos. Molekule riboflavina imaju vrlo vaznu ulogu u raznim metaboliCkim
procesima organizama. Strukturna grada izoalksazinskog prstena riboflavina odgovorna je za
sposobnost istog da fluorescira prilikom izlaganja UV svjetlu. Fluorescencija molekula javlja
se prilikom vrac¢anja pobudenih atoma nazad u njihovo osnovno stanje.

Riboflavin je u manjim koncentracijama prisutan u energetskim pi¢ima. Energetska pica su
bezalkoholna pi¢a koja sadrze velike koliine Seéera i kofeina. Na ljudski organizam djeluju
tako da stimuliraju srediSnji ziv€ani sustav uzrokujuéi pritom kratkorocno podizanje razine
energije 1 koncentracije.

Spektrofluorimetrija jest analiticka metoda koja se temelji na mjerenju intenziteta
fluorescencije, a mjerni uredaj za spomenutu metodu je spektrofluorimetar. Sama metoda je
osjetljiva, selektivna, nedestruktivna u odnosu na analit, brza i jednostavna za provodenje.
Bitna prednost je 1 moguénost rada pri niskim koncentracijama analita.

Cilj ovog rada bio je spektrofluorimetrijskom metodom odrediti koncentracije riboflavina u

uzorcima razlicitih energetskih napitaka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. RIBOFLAVIN

Riboflavin pripada skupini B vitamina te je poznat kao vitamin B,. Vitamini su organski spojevi
u malim koli¢inama potrebni za rad i funkcioniranje organizma. Riboflavin je derivat
izoaloksazina, triciklickog heteronuklearnog prstena koji €ini osnovu strukture flavina.
Takoder, u strukturi riboflavina (Slika 1.) prisutan je 1 D-ribitol kao pobocni ogranak povezan
preko dusSikovog atoma strukturne osnove (Ghann, 2008). Ribitol je alkohol nastao redukcijom
pentoznog Secera riboze, odnosno njezine karbonilne skupine (ChEBI, 2020). Molekulska
formula glasi C17H20N4Og, a prema IUPAC-ovom nazivlju riboflavin se naziva 7,8-dimetil-10-
[(2S,35,4R)-2,3,4,5-tetrahidroksipentil |benzo[ g]pteridin-2,4-dion. Molekulska masa spoja
iznosi 376,4 g/mol (Ghann, 2008; NIH, 2005).
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Slika 1. Struktura riboflavina (Anonymous 1, 2022)

Riboflavin u ¢vrstom stanju tvori Zuto-narancaste kristale. Kao 1 ostali pripadnici skupine B
vitamina, topljiv je u vodi. Pokazuje stabilnost u neutralnim i blago kiselim otopinama. Vitamin
B> osjetljiv je na svjetlost te pokazuje nestabilnost, pri ¢emu dolazi do razgradnje molekula

tijekom duzeg izlaganja. Otopine riboflavina zute su boje. Iz samog imena vitamina B> moguce
2



je naslutiti njegovo obojenje s obzirom da flavus na latinskom znac¢i zuti. Riboflavin je
odgovoran za obojenje mnogih prehrambenih proizvoda, izmedu ostalog i energetskih pic¢a
(Internetska nutricionisticka enciklopedija, 2015; Ghann, 2008). Prirodno je prisutan u hrani
biljnog podrijetla, jajima i mlijeku te posjeduje antioksidativna svojstva. S obzirom da je
riboflavin topljiv u vodi, ne zadrzava se u tijelu, ve¢ ga je potrebno svakodnevno unositi.
Preporuceni dnevni unos ovog vitamina iznosi 1,8 g za odraslu osobu (Hrvatska enciklopedija,

2021).

S obzirom da je sastavni dio flavoproteina, riboflavin ima vaznu ulogu u metabolickim
procesima organizma. Naime, flavoproteini su enzimi ¢iji je koenzim derivat riboflavina. Takvi
su koenzimi flavin adenin dinukleotid (FAD) i flavin mononukleotid (FMN) koji sudjeluju u
proizvodnji stani¢ne energije, ciklusu limunske kiseline, ciklusu razgradnje masnih kiselina i

oksidativnoj fosforilaciji (Ghann, 2008).

Riboflavin pokazuje fluorescenciju prilikom izlaganja UV svjetlu valnih duljina od 440 do 500
nm. Za sposobnost spoja da fluorescira odgovorni su n-konjugirani elektroni i rezonancija iz
izoaloksazinskog prstena. Takoder, heterociklicki i aromatski dijelovi strukture, kao Sto je

izoaloksazin, pojac¢avaju samu fluorescenciju (Ghann, 2008).

2.2. SPEKTROSKOPSKO ODREDIVANJE RIBOFLAVINA
Spektroskopske metode temelje se na medudjelovanju zracenja 1 Cestica iz uzorka nad kojim
se vrsi analiza. Pritom se najceS¢e radi o elektromagnetskom zraCenju. Elektromagnetsko
zraCenje istovremeno pokazuje i svojstva vala i1 svojstva Cestice. Elektromagnetsko zracenje,
promatrano kao val, sastoji se od elektri¢nog 1 magnetskog polja koji osciliraju po sinusoidi
okomito jedan na drugog te okomito na smjer Sirenja vala. Sve vrste elektromagnetskih valova
prikazane su spektrom elektromagnetskog zracenja (Slika 2.). Ukoliko se elektromagnetsko
zraCenje promatra kao Cestica, takvo se zracenje sastoji od paketa energije nazvanih fotoni ili

kvanti.
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Slika 2. Spektar elektromagnetskog zracenja (Skoog, Holler, Crouch, 2016)

Snaga zracenja koje emitiraju molekule analita prilikom pobudivanja direktno je
proporcionalna koncentraciji tog analita u otopini uzorka. Pojmovi koji su povezani s
elektromagnetskim zra¢enjem, a istovremeno su od velike vaznosti za spektroskopske metode
su svakako transmitacija i apsorbancija. Transmitacija (7) jest omjer zracenja koje je proslo
kroz uzorak (P) i upadnog zracenja (Pp) dok se apsorbancija (4) definira kao logaritamska
vrijednost omjera upadnog zracenja (Py) 1 zraCenja koje je proSlo kroz uzorak (P). Odnos
zraCenja 1 koncentracije analita definiran je Beer-Lambertovim zakonom koji predstavlja
matematicki opis apsorbancije (4):
A = ebc (1)

U jednadzbi 1 4 oznaava apsorbanciju pri odredenoj valnoj duljini, a ¢ predstavlja molarni
apsorpcijski (ekstincijski) koeficijent (L mol cm™) karakteristican za odredenu molekulsku
vrstu. b je duljina puta svjetlosti kroz uzorak i najéesce se moze poistovjetiti sa Sirinom kivete.
Konacno, ¢ je mnozinska koncentracija molekula analita u uzorku.

Beer-Lambertov zakon dobro opisuje apsorbanciju u otopinama koje sadrZe nize koncentracije
analita (najées¢e do 0,01 mol L). Pri analizi koncetriranijih otopina do izrazaja dolaze
medusobne interakcije molekula analita te interakcije molekula analita 1 molekula otapala.

Posljedi¢no dolazi do odstupanja od Beer-Lambertovog zakona (Skoog, Holler, Crouch, 2016).



2.3. SPEKTROFLUORIMETRIJA
Spektrofluorimetrija jest analiticka metoda zasnovana na mjerenju intenziteta fluorescencije.
Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koncentraciji fluoresciraju¢eg spoja u uzorku
(Nezi¢, 2018). Fluorescencija se definira kao pojava emisije svjetlosti koja nastaje prilikom
vrac¢anja pobudenog atoma ili molekule u njegovo osnovno stanje, a emisija se odvija vrlo
kratko nakon nestanka izvora pobude (Britannica, 2023). Vrijeme trajanja fluorescencije reda
je veli¢ine nanosekunde. Sukladno tome, da bi doslo do fluorescencije, potrebno je atome
odnosno molekule dovesti u stanje vise energije, zvano pobudeno stanje. Atomi 1 molekule se
u pobudeno stanje dovode na nacin da apsorbiraju fotone. Do emisije svjetlosti dolazi zbog
spontanog otpustanja energije i prijenosa na susjedne molekule ili atome. Pritom vrijedi
Stokesov zakon koji nalaze da je emitirana svjetlost ve¢e valne duljine od one apsorbirane.
Energija se spontano emitira sve dok se prvobitni atom ili molekula ne vrate u stanje najnize
energije koje se naziva osnovno stanje. Fluoresciranje molekule ili atoma moze se
pojednostavljeno objasniti pomocu dijagrama Jablonskog (Slika 3.) koji prikazuje osnovno i
pobudeno stanje molekule ili atoma te apsorbiranu i emitiranu svjetlost. Apsorbirana svjetlost
dovodi atom ili molekulu iz osnovnog u pobudeno stanje, zatim u takvom stanju atom ili
molekula predaju dio energije susjednim Cesticama dok ostatak energije otpustaju u obliku

emitirane svjetlosti, odnosno fluorescencije (Hofmann, 2010).
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Slika 3. Dijagram Jablonskog (Anonymous 2, 2007)

Spektrofluorimetrija, odnosno mjerenje fluorescencije vr$i se pomocu mjernog instrumenta

koji se naziva spektrofluorimetar. Dijelovi spektrofluorimetra (Slika 4.) su izvor zracenja,

ekscitacijski monokromator, spremnik za uzorak, emisijski monokromator, transduktor i

detektor.

Z\<

— —-

1 - lzvor zracenja

2 - Ekscitacijski monokromator
3 - Spremnik za uzorak

4 - Emisijski monokromator

5 - Transduktor

6 - Detektor

Slika 4. Dijelovi spektrofluorimetra (Skoog i sur., 2016)



Izvor zraCenja zaduZen je za emitiranje zracenja i kod spektrofluorimetara se u tu svrhu
najcesce koristi ksenonska lampa. Ekscitacijski monokromator od snopa svjetlosnih zraka koje
potjecu iz izvora selektira samo svjetlost odredene valne duljine koja omogucuje pobudivanje
molekula uzorka. S druge strane, emisijski monokromator pak selektira zrake svjetlosti koje
emitira pobudeni uzorak i time omogucava da do detektora dolazi samo svjetlost odredene
valne duljine, a ne Citavi snop. Selektivni filter za emitiranu svjetlost postavlja se pod kutem
od 90° izmedu uzorka 1 detektora. Prilikom mjerenja, uzorak se stavlja u kivete od kvarcnog
stakla koje imaju sve Cetiri stranice glatke i prozirne (Nezi¢, 2018; Ghann, 2008).

Spektrofluorimetrijska metoda selektivna je i neinvazivna metoda te nije destruktivna s
obzirom na promatrani uzorak. Vrlo je osjetljiva te moze detektirati koncentracije analita i do
1x10°® mol/dm. Takoder, radi se o brzoj metodi pri kojoj su rezultati dostupni u roku nekoliko
minuta. S obzirom na temperaturnu osjetljivost fluorofora, prilikom analize uzorka navedenom
metodom vazan parametar je svakako i temperatura pa je prilikom mjerenja uzorke potrebno

termostatirati (Ghann, 2008).

2.4 ENERGETSKA PICA
Energetska pica su bezalkoholna pica koja sadrze velike koli¢ine Secera i kofeina te sastojke
poput taurina, ginsenga, guarane i vitamina B skupine. lako su na trziStu prisutni razni
energetski napici mnogobrojnih proizvodaca, po sastavu se minimalno razlikuju. Jedna
limenka od 250 ml napitka prosjec¢no sadrzi 80-300 mg kofeina te ¢ak 27 g SeCera (HZJZ,
2023). Kofein je alkaloid 1 purinski derivat ksantina 1 njegova molekulska formula glasi
CsH10N4Oz. Djeluje na ljudsko tijelo tako da stimulira srediS$nji Ziv€ani sustav. Konzumiranje
kofeina u umjerenim dozama (50-200 mg) uzrokuje podizanje energije 1 bolju koncentraciju te
smanjuje umor, ali prekomjerni unos moze dovesti do ubrzanih otkucaja srca te povecanog
krvnog tlaka (HARDVARD T.H. CHAN, 2020). Energetska pi¢a tako uzrokuju kratkorocan
osjecaj podizanja razine energije te poboljSanja koncentracije i same mentalne i kognitivne
sposobnosti. Nakon kratkotrajnog naleta energije, tijelo se ponovno vra¢a u stanje padajuce

razine energije (HARDVARD T.H. CHAN, 2020).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  Materijali
3.1.1. Kemikalije
e riboflavin (Sigma Life Science)
e glacijalna octena kiselina (Alkaloid Skopje, pro analysi)
e (destilirana voda
3.1.2. Aparatura i pribor
e analiticka vaga METTLER TOLEDO
e automatske pipete
e Erlenmayerova tikvica 100 ml
e staklene boce 200 ml
e bocice 5110 ml
e spektrofluorimetar PerkinElmer LS 55
e kvarcne kivete
e ultrazvucna kupelj BANDELIN SONOREX DIGIPLUS
e termostatirana kupelj HAAEKE K
e pH-metar METTLER TOLEDO

e stanievina

3.2. Metode

3.2.1. Priprema otopina riboflavina za izradu bazdarnog dijagrama

Za potrebe izrade bazdarnog dijagrama najprije je pripremljeno 100 ml stock otopine
riboflavina koncentracije 8%10”° mol/dm™. Na osnovu proizvoljnog volumena od 100 ml te
navedene koncentracije izraCunata je potrebna masa riboflavina u prahu. Otopina je
pripremljena u Erlenmayerovoj tikvici otapanjem 3,0109 mg riboflavina u krutom stanju u 100
ml priblizno 1%-tne octene kiseline. Koristena octena kiselina pripremljena je razrjedivanjem
glacijalne 99,5%-tne octene kiseline na nac¢in da se 0,95 ml koncentrirane octene kiseline

razrijedilo s 99,05 ml destilirane vode.

Za izradu bazdarnog dijagrama koriStene su otopine riboflavina razli¢itih koncentracija.

Otopine su pripremane u staklenim bocicama od 5 ili 10 ml s plasticnim ¢epom. Sve
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upotrebljavane otopine dobivene su razrjedivanjem stock otopine riboflavina s razrjedenom,

priblizno 1%-tnom octenom kiselinom.

Pripremljene otopine cuvane su u hladnjaku na 4 °C u ambalazi omotanoj aluminijskom folijom
kako bi se sprijeCio utjecaj svjetlosti na analit. Takav nacin ¢uvanja otopina nuzan je zbog

ocuvanja molekula riboflavina i njegovih svojstava.

3.2.2. Izrada bazdarnog dijagrama za spektrofluorimetrijsko odredivanje

riboflavina

Otopine razli¢itih koncentracija analizirane su pomocu spektrofluorimetra PerkinElmer LS 55.
Spektrofluorimetar je povezan s ratunalom putem racunalnog programa FL WinLab u kojem
je moguée prilagoditi parametre snimanja svakog uzorka. Takoder, uredaj je povezan s
termostatiranom kupelji HAAEKE K koja odrzava temperaturu analiziranog uzorka
konstantnom. Radna temperatura termostatirane kupelji tijekom svih je mjerenja bila

namjeStena na 25,0 °C s mogucim odstupanjem od +0,2 °C.

Parametri spektrofluorimetra koristeni prilikom izrade bazdarnog dijagrama su sljedeci:
e spektar valnih duljina snimanja: 480-700 nm
e valna duljina pobude (sukladno podacima iz literature (Ghann, 2008)): 444 nm
e glitovi: ex. slit - 5 nm; em. slit - 3 nm
e brzina snimanja: 100 nm /min

Navedeni parametri primijenjeni su na sva mjerenja.

Kiveta od kvarcnog stakla, napunjena s 2 ml otopine za analizu, stavlja se na predvideno mjesto
u spektrofluorimetru. Analiza uzoraka pomocu spektrofluorimetra zahtijeva koristenje kiveta
izradenih od kvarcnog stakla koje imaju sve 4 stranice bistre. Za svaki uzorak mjerenje je
provedeno u 3 paralele. Otopine su mjerene redom od otopine najmanje koncentracije
riboflavina do one najvece koncentracije. Izmedu mjerenja otopina razli¢itih koncentracija
svaka je kiveta oprana. Kivete su prane vodom, a potom i etanolom te potpuno osusene s ciljem
uklanjanja zaostalih kapljica koje bi mogle utjecati na koncentraciju otopine u kiveti te
posljedicno tome na rezultate mjerenja intenziteta fluorescencije. Uz to, prije samog

postavljanja kivete s uzorkom u spektrofluorimetar, vanjstinu kivete potrebno je pobrisati

9



stanievinom.
Svakom uzorku mjeren je pH pomoc¢u pH-metra METTLER TOLEDO.

Osim samih uzoraka, sniman je i emisijski spektar razrijedene octene kiseline, odnosno uzorka
slijepe probe ¢ija se vrijednost relativnog intenziteta fluorescencije prilikom obrade podataka
oduzima od izmjerene vrijednosti za otopinu odredene koncentracije riboflavina. Navedni se
korak provodi kako bi se minimizirao utjecaj otapala na analiziranu vrijednost, odnosno da bi

se konac¢na vrijednost intenziteta fluorescencije odnosila isklju¢ivo na analit.

Za izradu dijagrama ovisnosti relativnog intenziteta fluorescencije o koncentraciji koristen je
maksimum fluorescencije koji je zabiljezen pri valnoj duljini od 525 nm. S obzirom da su za
svaki uzorak dobivene 3 vrijednosti maksimuma fluorescencije za istu koncentraciju
riboflavina, bazdarni dijagram izraden je uvrStavanjem aritmeticke sredine spomenutih
vrijednosti. Na apscisi dijagrama nalazi se koncentracija riboflavina, a na ordinati vrijednost
relativnog intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini od 525 nm. Kao posljednji korak izrade
bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije riboflavina spektrofluorimetrijskom

metodom izvedena je jednadzba pravca bazdarnog dijagrama.

Obrada podataka koja ukljucuje oduzimanje slijepe probe, izracunavanje aritmeti¢kih sredina
vrijednosti triju mjerenja te izrada grafickih prikaza medusobne ovisnosti veli¢ina izvrSena je

u racunalnom programu OriginPro 7.5.

3.2.3. Degaziranje energetskih napitaka

Prije same analize energetskog napitka proveden je korak degaziranja istog. Energetski napitak
je najprije i1z originalne ambalaZze premjesSten u Cistu staklenu bocu s odgovarajuéim
poklopcem. Postupak degaziranja proveden je u ultrazvucnoj kupelji BANDELIN SONOREX
DIGIPLUS.

Parametri prilikom degaziranja u ultrazvu¢nog kupelji:
e temperatura: 25 °C
e %:40
e vrijeme trajanja: 10 min

Svrha provedbe koraka degaziranja energetskih pica prije spektrofluorimetrijske analize jest
10



uklanjanje mjehuri¢a koji predstavljaju potencijalne smetnje prilikom snimanja uzorka.

3.24. Spektrofluorimetrijsko odredivanje koncentracije riboflavina u uzorcima

energetskih pica

Tijekom ovog eksperimentalnog procesa analizirano je 9 razli¢itih energetskih pica. Svako pice
je prije spektrofluorimetrijske analize razrijedeno kako bi koncentracija uzorka koji ide na
analizu bila unutar opsega koncentracija koje pokriva prethodno konstruirani bazdarni
dijagram. Ovisno o deklariranoj koncentraciji riboflavina u odredenom napitku, analizirani
energetski napitci su razliCito razrjedivani s razrijedenom, priblizno 1%-tnom, octenom
kiselinom. Razrijedeni uzorci pripremljeni su u bo¢icama od 5 ili 10 ml. Svakom je uzorku
izmjeren pH. 2 ml uzorka je zatim automatskom pipetom otpipetirano u kvarcnu
fluorimetrijsku kivetu. Svaku kivetu potrebno je stani¢evinom obrisati izvana kako bi se s
vanjske strane kivete uklonila zaostala prasina i druge necistoce koje bi mogle utjecati na
kasnije mjerenje. Kiveta s uzorkom postavljena je u spektrofluorimetar na odgovarajuce
mjesto. Svi uvjeti mjerenja i parametri spektrofluorimetra postavljeni su kao i prilikom
spektrofluorimetrijskog analiziranja otopina razli¢itih koncentracija riboflavina koristenih za
izradu bazdarnog dijagrama. NuzZno je da mjerenja za izradu bazdarnog dijagrama i mjerenja
uzoraka budu provedena u identicnim uvjetima kako bi bazdarni dijagram davao tocne
informacije o uzorcima. Svaki uzorak analiziran je u 3 paralele s ciljem smanjivanja

mogucénosti pogreske prilikom mjerenja.

Za eksperimentalno odredivanje koncentracije riboflavina u odredenom energetskom napitku
koriStena je aritmetiCka sredina triju vrijednosti maksimuma relativnog intenziteta
fluorescencije, odnosno relativnog intenziteta fluorescencije na 525 nm. Dobivena srednja
vrijednost intenziteta fluorescencije uvrstena je u jednadZbu pravca bazdarnog dijagrama da bi

se kao rezultat dobila koncentracija riboflavina.

3.2.5. Metoda dodatka standarda

Metoda dodatka standarda provedena je u svrhu potvrdivanja pretpostavke da odredena
koncentracija riboflavina u otopini povecava vrijednost intenziteta fluorescencije za to¢no

odredenu vrijednost. Sukladno tome, cilj metode dodatka standarda bio je ispitivanje tocnosti
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same spektrofluorimetrijske metode. Spomenuta metoda ispitana je na jednom energetskom
picu.

Pripremljena su 4 uzorka za analizu. Prvi je uzorak pripremljen razrjedivanjem originalnog
energetskog napitka s priblizno 1%-tnom octenom kiselinom. Preostala su 3 uzorka dobivena
razrjedivanjem energetskog napitka razrijedenom, priblizno 1%-tnom, octenom kiselinom te
dodatkom stock otopine riboflavina.

Otopine su pripremljene i ¢uvane u staklenim boc¢icama od 5 ili 10 ml.

Za svaki od 4 uzorka provedena su 3 spektrofluorimetrijska mjerenja. Osim samih mjerenja
uzoraka, izmjeren je 1 intenzitet fluorescencije uzorka slijepe probe koja se pri obradi podataka
oduzima od svih mjerenja uzoraka. Takoder, svakom od uzoraka koriStenih za provedbu

metode dodatka standarda izmjerena je pH vrijednost.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod
Cilj ovog rada je odredivanje koncentracije riboflavina u energetskim pi¢ima pomocu
spektrofluorimetrijske metode. Eksperiment je zapocet izradom bazdarnog dijagrama. Ostatak
eksperimentalnog procesa sastoji se od analize 9 razli€itih energetskih pica i odredivanja
koncentracije riboflavina u istim na osnovu prethodno izradenog bazdarnog dijagrama.
Takoder, provedena je 1 metoda kojom se provjerava tocnost spektrofluorimetrijske metode

koristene za mjerenje koncentracije riboflavina.

4.2. lzrada bazdarnog dijagrama

Za potrebe izrade bazdarnog dijagrama spektrofluorimetrijskom metodom izmjeren je
intenzitet fluorescencije 11 otopina riboflavina poznatih koncentracija (Slika 5.). Raspon

koncentracija kreée se od 1x10® mol dm™ do 5x10°° mol dm>.
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Slika 5. Spektrofluorimetrijski emisijski spektar riboflavina
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Bazdarni dijagram konstruiran je u obliku pravca koji prikazuje ovisnost relativnog intenziteta
fluorescencije pri valnoj duljini od 525 nm na kojoj je zabiljeZen apsorpcijski maksimum o

koncentraciji riboflavina u analiziranoj otopini (Slika 6.).

500 +
400
300

200 .

rel. int. fluo. (a.u.)

100

T T T T T T T T T T T J
0,000000 0,000001 0,000002 0,000003 0,000004 0,000005

c(riboflavin) / mol dm™

Slika 6. BaZdarni dijagram riboflavina

Jednadzba pravca glasi:
y =9,636 x 107x + 1,413 )

Sve otopine koriStene za izradu bazdarnog dijagrama pokazivale su pH vrijednost u rasponu
od 3,1+0,1.
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4.3. Spektrofluorimetrijsko odredivanje koncentracije riboflavina u uzorcima

energetskih pica

Devet razlicitih energetskih napitaka analizirano je spektrofluorimetrom te je za svaki uzorak
mjerenje ponovljeno 3 puta. Srednja vrijednost triju vrijednosti relativnog intenziteta
fluorescencije pri valnoj duljini maksimuma relativnog intenziteta fluorescencije od 525 nm za
svaki uzorak uvrstena je u jednadzbu pravca bazdarnog dijagrama (Jednadzba 2.). U svrhu
pojednostavljivanja prikaza jednadzba pravca preuredena je kako bi se izvela eksplicitna
jednadzba. Eksplicitna jednadzba za odredivanje koncentracije riboflavina u energetskim

pi¢ima glasi:

__relint.fluo (ED)-1,413
o 9,636X107

c(ED)/mol dm™3

©)

Izravnim koriStenjem eksplicitnog oblika jednadzbe pravca bazdarnog dijagrama (JednadZzba
3.) izraCunate su koncentracije riboflavina u analiziranim uzorcima energetskih napitaka
(Tablica 1.). S obzirom da je na deklaraciji proizvoda koncentracija riboflavina izrazena u
obliku masene koncentracije, sve izraunate molarne koncentracije preracunate su i u masene

koncentracije riboflavina.
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Tablica 1. Koncentracije riboflavina u analiziranim energetskim pi¢ima

Energetsko piée c¢(ED)/mol dm 3 y/gdm?3 7/gdm?
(deklarirano)

ED 1 (2,16 £0,16) x 107 8,13 x 1073 6% 107
ED 2 (2,14 £0,09) x 107 8,05 x 1073 7 %107
ED 3 (7,11 + 0,40) x 10 2,68 x 107 2,1 x1073
ED 4 (1,42 +0,01) x 107 5,33 x 107 /
ED 5 (5,25+0,14) x 107 1,98 x 102 7 %107
ED 5 (5,05 +0,36) x 10 1,90 x 1072 7 %1073
ED 6 (2,08 £0,11) x 107 7,84 x 1073 6 x 107
ED 7 (1,68 £0,17) x 10° 6,33 x 10™ /
ED 8 (1,82+0,06) x 107 6,85 x 107 /
ED 9 (1,93 £0,04) x 10° 7,26 x 107 /

/ - koncentracija riboflavina nije deklarirana na proizvodu

U 4 od 5 analiziranih energetskih napitaka koji su na ambalaZzi imali deklariranu koncentraciju
riboflavina dobivena koncentracija odgovara deklariranoj. Pritom se odstupanja od +0,002 g
dm™ mogu pripisati osobinama same metode. Osjetljivost spektrofluorimetrijske metode,
to¢nost volumena automatskih pipeta te ljudska pogreska neki su od mogucéih faktora koji su
doveli do odstupanja.

Analizom jednog energetskog pi¢a s deklariranom koncentracijom (ED 5) dobivena se
koncentracija ne slaZze s onom deklariranom. Za navedeni su uzorak sva mjerenja ponovljena
dva puta te su obje analize u konacnici dovele do istih rezultata.

Svim analiziranim uzorcima pH vrijednost izmjerena prije same spektrofluorimetrijske analize

iznosila je 3,1+0,1.
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4.4,  Dodatak standarda

Metoda dodatka standarda provedena je u svrhu provjere to¢nosti same spektrofluorimetrijske
metode. Postupak je izvrSen na 4 razli¢ita uzorka jednog energetskog napitka (ED 1). Prilikom
pripreme uzoraka pretpostavlja se da je tocna koncentracija riboflavina u energetskom pi¢u ona
koja je dobivena tijekom ovog eksperimenta u koraku odredivanja koncentracije
spektrofluorimetrijskom metodom. Spomenuta koncentracija za energetski napitak na kojem
je provedena metoda dodatka standarda iznosi (2,16+0,16)x10”° mol dm?. Pripremljene su 4
otopine za analizu. Koncentracije otopina iznosile su redom 5x107 mol
dm™, 1x10° mol dm?, 2x10 mol dm™ te 4x10 mol dm™, pri ¢emu svaki iduéi uzorak sadrzi
dvostruko veéu koncentraciju od prethodnog. Pritom je vrlo vazan upravo taj odnos
koncentracija u uzorcima kako bi nakon analize odnos izmjerenih maksimuma relativnih
intenziteta fluorescencije bio usporediv. Pretpostavka je da ¢e se relativni intenziteti
fluorescencije izmjereni spektrofluorimetrom odnositi jednako kao i koncentracije riboflavina,
odnosno da ¢e navedene veli€ine biti proporcionalne. Ukoliko je koncentracija drugog uzorka
dvostruko veéa od koncentracije prvog, sukladno hipotezi, relativni intenzitet fluorescencije
drugog uzorka bit ¢e takoder dvostruko veci nego za prvi uzorak. Opisani odnos potvrdio bi
tocnost spektrofluorimetrijske metode jer dokazuje da relativni intenzitet fluorescencije koji
biljezi spektrofluorimetar potjece iskljucivo od riboflavina.

Za svaki od 4 uzorka te svako mjerenje istog uzorka na osnovu izmjerenog relativnog
intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini od 525 nm pomocu eksplicitne jednadzbe pravca
bazdarnog dijagrama (JednadZba 3.) izracunata je odgovaraju¢a koncentracija. Koncentracija
riboflavina u otopinama uzorka izracunata u ovom koraku eksperimenta stavljena je u omjer s
ranije poznatom koncentracijom riboflavina u otopini koja je pripremljena za analizu te je
omjer izraZzen kao postotak (Tablica 2.). Ukoliko je spektrofluorimetrijska metoda valjana,
spomenute koncentracije trebale bi biti jednake. To bi znalilo da je koriStenjem
spektrofluorimetrijske metode dobivena koncentracija koja je po iznosu jednaka onoj koja je

pripremljena. Takav ishod mjerenja smatra se potvrdom tocnosti same metode.
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Tablica 2. Rezultati metode dodatka standarda

¢p (ED) / mol dm -3 rel int;l:ll)lo (523 cr (ED)/moldm 3 | ((er/cp) - 100) / %
5x10 7 51,26351 5,17x107 103,4
50,57064 5,10x1077 102,0
49,59504 5,00x1077 100,0
1x10 ¢ 94,09478 9,62x1077 96,2
93,26624 9,53x1077 95,3
92,07078 9,41x1077 94,1
2x10 ¢ 194,09978 2,00x10® 100,0
193,04558 1,99x107¢ 99,5
190,08158 1,96x107¢ 98,0
4x10 -6 373,73198 3,86x107¢ 96,5
372,00451 3,85x107¢ 96,3
372,32984 3,85x107¢ 96,3

¢p (ED) — koncetracija riboflavina u energetskom picu dobivena na osnovu relativnog intenziteta fluorescencije

izmjerenog u koraku spektrofluorimetrijskog odredivanjem koncentracije; ¢ (ED) — pripremljena koncentracija

riboflavina u uzorku

Hipotezu da tofno odredena koncentracija riboflavina povecava relativan intenzitet

fluorescencije za tocno odredenu vrijednost potvrdila bi vrijednost omjera ((c¢, /cp ) - 100) koja

1znosi 100%. S obzirom da su omjeri dobiveni eksperimentom u rasponu od 98,13+2,72%, na

temelju dobivenih rezultata pretpostavka se moze smatrati potvrdenom.

Svim analiziranim uzorcima izmjeren je pH koji iznosi 3,1+0,1.
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5. ZAKLJUCCI

U ovom radu ispitivana je spektrofluorimetrijska metoda za odredivanje koncentracije

riboflavina u energetskim napitcima:

1. Riboflavin ima sposobnost fluorescencije zbog prisutnosti n-konjugiranih elektrona u
izoaloksazinskom prstenu strukturne osnove.

2. Grafickim prikazom ovisnosti relativnih intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini Amax
=525 nm o koncentraciji riboflavina konstruiran je bazdarni dijagram riboflavina.

3. Koncentracija riboflavina odredivana je spektrofluorimetrijskom metodom.

4. Tocnost spektrofluorimetrijske metode potvrdena je rezultatima metode dodatka
standarda.

5. Rezultati spektrofluorimetrijskog odredivanja koncentracije riboflavina u energetskim
pi¢ima u pravilu potvrduju koncentracije na deklaracijama (za energetska pica koja
imaju deklariranu koncentraciju).

6. Spektrofluorimetrijska metoda jednostavna je i u¢inkovita za odredivanje koncentracije

fluorescirajuceg analita.
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Izjava o izvornosti

Ja Tea Zugec izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat

mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam Koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u

njemu navedeni.
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