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1. UVOD



Elektrokineticki ili zeta potencijal definira se kao zbroj pocetnog povrsinskog naboja i
akumuliranog sloja. Odnosno zeta potencijal se javlja samo ako materijal dode u dodir s
teku¢inom. Mjerenjem zeta potencijala dobivaju se informacije o stabilnosti nekog sustava, a
temeljne veli¢ine koje odreduju zeta potencijal su koncentracija, pH vrijednost otopine i

provodnost.

Spektroskopske metode se koriste za kvalitativnu i kvantitativnu analizu hrane zbog toga Sto
su jednostavne, brze i precizne metode. UV-Vis spektrofotometrija je naj¢esée koristena

metoda za identifikaciju spojeva i odredivanje koncentracije pojedinog analita.

B-glukan je polisaharid koji se ubraja u topljiva prehrambena vlakna, a sastoji se od molekula
glukoze povezanih 8-1,3-glikozidnim vezama i 8-1,4-glikozidnim vezama. B8-glukan ima Siroku
primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji te u biomedicini. lzvor 8-

glukana su gljive, biljke i Zitarice kao $to su je¢am, zob.

Katehin je bioflavonoid odnosno polifenolni spoj u koji spadaju flavonoidi odnosno flavonoli.
Katehin se sastoji od dva benzenska prstena od kojih jedan sadrzi rezorcinolnu skupinu, a drugi
kateholnu skupinu. Izvor katehina su voce, povrée i njihovi proizvodi. Epidemioloske studije
pokazale su potencijalni pozitivni uc¢inak na ljudsko zdravlje konzumiranjem hrane u kojoj je

prisutan katehin.

Zadatak ovog diplomskog rada je bio odrediti zeta potencijal otopine katehina, otopine 8-
glukana i modela katehina i 8-glukana kroz razliciti koncentracijski raspon, a s ciljem
odredivanja najstabilnijeg ponasanja modela katehina i 6B-glukana pri razli¢itim pH

vrijednostima.



2. TEORUSKI DIO



2.1. KATEHIN

Polifenolni spojevi mogu se podijeliti na fenolne kiseline, flavonoide, antocijane, tanine i lignin
(Ajilaisur., 2011). Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva male molekulske mase. Dobiveni
su reakcijom derivata sintetiziranih iz fenilalanina s octenom kiselinom. Strukturu flavonoida
¢ini jezgra koju Cine tri fenolna prstena nazvana A, B i C. Flavonoidi se mogu podijeliti prema
stupnju oksidacije C-prstena na antocijanine, flavanole (katehine), flavone, flavonole,

flavanone i izoflavone (Aherne i O'Brrien, 2002).

Flavonoidi su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu i predstavljaju sekundarne metabolite u
biljkama. Flavonoidi u obliku flavonola, flavona, izoflavona, flavonona se nalaze u biljnim
napitcima, vocu, povréu i njihovim proizvodima. Epidemioloske studije pokazale su moguée
antimikrobno, citotoksi¢no, antiupalno svojstvo i slicno. Upravo, poloZaj hidroksilnih skupina
u kemijskoj strukturi flavonoida utjece na njihova antiradikalna svojstva (Saxena i sur., 2012).
Katehin je bioflavonoid, ubraja se u skupinu flavonoida odnosno flavanola (Aherne i O'Brrien,
2002; Sarkar i sur., 2014). Katehin predstavlja fitokemikaliju, koja potencijalno posjeduje
antioksidacijsko svojstvo te svojstvo vezanja slobodnih radikala (Mbaveng i sur., 2014;
Srivastava i sur., 2019). Strukturu katehina ¢ine kateholna skupina u prstenu B i rezorcinolna
skupina u prstenu A koja ima hidroksilnu skupinu na polozaju 3 u prstenu C kao Sto je prikazano
na Slici 1 (Jainero i sur., 2004). Kateholna i rezorcinolna skupina u strukturi katehina ovise o
promjeni pH vrijednosti (Kaur i sur., 2017). Mehanizam oksidacije se sastoji od dva koraka, u
prvom koraku se odvija oksidacija kateholne skupine i predstavlja reverzibilnu reakciju. U
slijedecem koraku se oksidira rezorcinolna skupina koja predstavlja ireverzibilnu reakciju

(Janeiro i sur., 2004).

OH

OH

Slika 1. Kemijska struktura katehina

Moguce antioksidativnho djelovanje katehina ispitano je in vitro i in vivo metodama.

Potencijalni pozitivan utjecaj katehina na ljudsko zdravlje se odituje na utjecaju na



molekularne mehanizme uklju¢ene u angiogenezu, degradaciju ekstracelularnog matriksa,
otpornosti na lijekove, zastita od oksidativnog stresa, jaCanje imunoloskog sustava i sli¢no

(Zanwar i sur., 2014).

Katehin se, kao i vecina flavonoida, nalazi u biljkama, voéu, povréu i njihovim proizvodima

(Joseph isur.,2013; Kaur i sur., 2017).
2.2. 6 -GLUKAN

B-glukan je uobicajen naziv za glukozni polimer koji se sastoji od jedinica glukoze medusobno
povezane 8-1,4 i 6-1,3-glikozidnim vezama. Predstavlja polisaharid koji se ubraja u topljiva
prehrambena vlakna (Havrlentova i sur., 2011; Limberger-Bayer i sur., 2014). lzvor 8-glukana
su zob, je¢am, gljive i kvasci te se u manjoj koli¢ini mogu nadi u razi i pSenici. Svaka 6-1,3-
glikozidna veza je razdvojena s dvije ili tri 6-1,4-glikozidne veze S$to ovisi o vrsti Zitarica.
Topljivost i viskoznost 6-glukana ovisi o temperaturi, molekulskoj masi, podrijetlu i slicno. Na

Slici 2 prikazana je kemijska struktura 8-glukana.

Slika 2. Kemijska struktura 8-glukana (WEB 1)

Potencijalni pozitivan utjecaj 8-glukana na ljudsko zdravlje moZe se uociti kod smanjenja
koncentracije glukoze u krvi, koncentracije kolesterola, aktivacije imunoloskog sustava
(Mitmesser i sur., 2017; Wang i sur., 2013; Bai i sur., 2019). 8-glukan je polisaharid iz skupine
topljivih prehrambenih vlakana, on se ne apsorbira u tankom crijevu ¢ovjeka ve¢ u debelom
crijevu moze djelomicno ili u potpunosti fermentirati (Quirds-Suaceda i sur., 2014). Primjena
B-glukana je u biomedicini, farmakoloskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji. U
prehrambenoj industriji se upotrebljava kao emulgator, kao zamjena za mast i zgusnjivac

(Krpan, 2010).



2.3. UV-Vis SPEKTROSKOPUJA

Spektroskopija se bavi proucavanjem elektromagnetskog zracenja odnosno njegovim
djelovanjem na strukturu i kemijski sastav tvari te UV-Vis spektrima koji nastaju interakcijom

izmedu tvari.

Spektroskopija se moze podijeliti prema vrsti informacija koje daje, prema namjeni kao $to su
kvalitativna (koristi se za mjerenje emisije zracenja i valne duljine apsorpcije) i kvantitativna
(koristi se za mjerenje emisije zraCenja i inteziteta apsorpcije) te prema mehanizmu kao $to su

spektroskopija emisije i spektroskopija apsorpcije (Skoog i sur., 2014).

Spektroskopske metode su selektivne, brze i jeftine te su pogodne za primjenu u analitici
(industrija, istrazivacki laboratoriji). Primjenom spektroskopskih metoda dobiva se velik broj
kvalitativnih i kvantitativnih informacija o ispitanoj materiji (Matijevi¢ i sur., 2008). Razlicite
spektroskopske metode primjenjuju se u analizi hrane, kao Sto su atomska spektroskopija,
masena spektroskopija (MS), apsorpcijska spektroskopija (infracrvena (IR) i ultraljubicasta i
vidljiva (UV/Vis)), nuklearna magnetska rezonancija (NMR) i elektron spinska rezonancija.
Najcesce se primjenjuje ultraljubicasta (UV) i vidljiva (Vis) apsorpcijska spektroskopija. UV/Vis
spektroskopska tehnika se bavi apsorpcijom ultraljubi¢astog (100-380 nm) i vidljivog zracenja
(380-800 nm), a instrumenti koji se koriste su spektrofotometri i fotometri (sadrze filtre koji
mogu propustati razli¢éita podruéja spektra). Primjena UV/Vis spektrofotometrije u
kvalitativnoj analizi u UV/Vis podrudju je za otkrivanje kromofornih skupina. Prednost UV/Vis
spektroskopije je primjena u analizi mnogobrojnih spojeva (Skoog i sur., 2014; Matijevic¢ i sur.,

2008; Jakobek Barron, 2017).

2.4. ZETA POTENCUAL

Elektrokineti¢ke pojave odvijaju se paralelno s granicom izmedu dviju faza koje se relativno
gibaju jedna prema drugoj pri ¢emu dolazi do nastanka elektricnog polja. Glavni
elektrokineticki efekti su potencijal strujanja koji predstavlja razliku potencijala izmedu
krajeva uske cijevi kroz koje struji elektrolit, zatim elektroforetski potencijal ili Dornov
potencijal koji se odnosi na razliku potencijala nastalog gibanjem suspendiranih évrstih ¢estica
kroz tekucinu koja miruje, nadalje elektroosmoza koja se pojavljuje ako se duz uske cijevi

narine razlika potencijala te se djelovanjem elektri¢nog polja tekuca faza giba preko évrste



povrsine i elektroforeza koja se odnosi na kretanje Cestica djelovanjem elektricnog polja uzduz

tekuceg medija u kojem su suspendirane Cestice (Metiko$-Hukovic i sur., 2004).

Mjerenje zeta potencijala je vazna metoda karakterizacije povrSinske funkcionalnosti ili
stabilnosti makromolekula. Glavni cilj mjerenja zeta potencijala je dobivanje informacija o
povrsinskoj funkcionalnosti, stabilnosti rasprsenih ¢estica kao i interakciji otopljenih spojeva s

¢vrstom povrsinom.

Zeta potencijal je izraz za elektrokineti¢ki potencijal makromolekula i oznacava se grékim
slovom zeta (). Mjerna jedinica u kojoj se zeta potencijal izrazava je volt (V) ili milivolt (mV).
Uspostavlja se na povrsini bilo kojeg materijala kada dode u kontakt s teku¢im medijem pa je
stoga zeta potencijal medufazno svojstvo. Kada materijal dode u dodir s tekuéim medijem,
funkcionalne skupine na njegovoj povrsini reagirat ¢e s okolnim medijem S$to rezultira
povrsinskim nabojem, koji privlaci nakupljanje nasuprot nabijenih iona. Suprotno nabijeni ioni
spontano se rasporeduju u elektrokemijskom dvosloju. Stoga se zeta potencijal moze

definirati kao zbroj pocetnog povrsinskog naboja i akumuliranog sloja.

Zeta potencijal moZe se mjeriti na razli¢itim materijalima kao Sto su makroskopske povrsine
(membrane, polimeri) i estice rasprsene u tekucini (koloidi, nanocestice, liposomi). Medutim,
prisutna je razlika u odabiru prave tehnike mjerenje zeta potencijala. Zeta potencijal ovisi o

svojstvima tekuéeg medija, pH vrijednosti i koncentraciji pufer otopina.

Poznavanje zeta potencijala materijala pomaZze u optimiziranju specifiénih postupaka

modifikacije povrsine kako bi se materijal najbolje provodio kad se primijeni.

Zeta potencijal makromolekula kljuéni je pokazatelj stabilnosti sustava, buduéi da odrazava
sposobnost Cestica da se elektrostaticki odbijaju. Empirijski se smatra da su apsolutne
vrijednosti zeta potencijala veée od + 30 mV indikativne za stabilne Cestice jer zeta potencijal
ukazuje na stabilnost uzorka, dok znak zeta potencijala pokazuje jesu li pozitivni ili negativni
naboji dominantni na povrsini. Vrijednosti zeta potencijala ispod + 30 mV ukazuju na
nestabilnost sustava (Salopeki sur., 1992; Piljac, 2006; Metikos-Hukovi¢, 2000; Sze i sur., 2003;
Egorova, 1994; Kosmulski, 2009).

Zeta potencijal ovisi i o povrsSini samog uzorka, ali i o svojstvima tekuce faze. Ovisnost zeta

potencijala o pH je najopseZnije proucavana ovisnost zeta potencijala. Mjerenja pri razli¢itim

7



pH vrijednostima daju informacije o sastavu povrsSine sustava, odnosno prisutnosti kiselih ili
baznih funkcionalnih skupina. pH vrijednost kod koje zeta potencijal iznosi 0 mV je
izoelektricna tocka i koristi se kao pokazatelj za kemiju povrSine i zbog toga se koristi za
karakterizaciju proteina i peptida kao i za razvoj novih farmaceutskih formulacija. Pored pH
vrijednosti, koncentracija iona u vodenoj fazi (razlicite koncentracije pufer otopina) utjece na

zeta potencijal. Povecanjem koncentracije pufer otopine, iznos zeta potencijala se smanjuje.

Vazan parametar koji utjeCe na zeta potencijal je pH vrijednost te koncentracija koja je mogudi

pokazatelj kako postici proizvod Sto veée stabilnosti (Hunter, 1981).

Elektri¢ni dvosloj u dodiru s polarnim otapalom pokazuje odredeni povrsinski naboj koji je
posljedica ionske apsorpcije, ionskog otapanja i ionizacije. Dvosloj se sastoji od neutralnih
suprotno nabijenih iona koji se difuzijski Sire kroz polarni medij. Prisutnost dvosloja povezana
je s elektrostatickom interakcijom izmedu pojedinih dijelova makromolekule te sa stabilnoséu
makromolekule. Elektri¢ni dvosloj sastoji se od unutarnjeg (ukljuuje adsorbirane ione) i
vanjskog dijela. Zeta potencijal se mijenja u ovisnosti o promjenama u otopini i primjenjuje se

iz razloga pracenja promjena koje se odvijaju u otopini.

Zeta potencijal je osjetljiv na najudaljeniji povrsSinski sloj materijala. Stoga je zeta potencijal
prikladan za praéenje promjena povrsinskog naboja nakon procesa adsorpcije otopljenih tvari
u otopini na ¢vrstoj povrsini. Poznavanje povrsinskog naboja i njegovih promjena zbog
adsorpcije na povrsini tekuéina-¢vrsta tvar vazno je za podeSavanje svojstava materijala i

optimizaciju procesa (Kosmulski, 2009; Egorova, 1994).



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog diplomskog rada je bio:
e odrediti zeta-potencijal:
a) otopine katehina,
b) otopine B-glukana te
c) modela katehina i 8-glukana
kroz razli¢it koncentracijski raspon i

e odrediti najstabilnije ponasanje modela otopine katehina i 8-glukana pri razli¢itim pH

vrijednostima.
3.2. MATERUJALI | METODE
3.2.1. Kemikalije
Katehin, 8-glukan, karbonatne i fosfatne soli, KCI, HCI, ultracista voda.
3.2.2. Priprema otopine

Pripremila se otopina B-glukana koncentracije 200 mg L u ultradistoj vodi. Koncentracija

otopine B-glukana pripravljena za ispitivanje u ovom radu iznosila je 5 mg L.

Otopina katehina koncentracije 1000 mg L pripremljena je u metanolu, HPLC &istoce te je
razrijedena u rasponu koncentracija od 25, 50, 75, 100 do 150 mg L u pufer otopinama pH

vrijednosti 1,5; 5,5; 7,5 10.
3.2.3. UV-Vis spektar

Za snimanje UV-Vis spektra upotrijebio se uredaj UV-1280 spektrofotometar tvrtke Shimadzu
prikazan na Slici 3. UV-Vis spektri modela otopine katehina (25 mg L) i 8-glukana (5 mg L?)
snimani su pri valnoj duljini (A) od 200 do 700 nm pri pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5 i 10 kroz

vremenski period od 1, 2, 5i 16 sati.
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Slika 3. UV spektrofotometar

3.2.4. Zeta potencijal

Mjerenje zeta potencijala provedeno je na uredaju Zetasizer 2000 tvrtke Malvern Instruments
(UK), a prikazan je na Slici 4. Zetasizer 2000 je kompjutorski laboratorijski uredaj koji se
upotrebljava za mjerenje zeta potencijala u razli¢itim uzorcima. Instrument koristi sofisticiranu
lasersku interferometrijsku M3-PALS (fazna analiza rasipanja svjetlosti) tehniku. Vrijednosti
zeta potencijala dobivene su pomodéu Helmholtz-Smoluchowski relacije prikazane

Jednadzbom 1:

_ knAE (1)
"~ E,EAP

¢

gdje su &, &, k dielektricna konstanta otopine, propusnost vakuuma i vodljivost otopine; n
viskoznost otopine; AE potencijal strujanja i AP razlika u hidrodinami¢kom tlaku (Susantoii sur.,

2009).

Uzorci za analizu injektirani su Spricom u koli¢ini najmanje od 5 mL otopine u instrument

Zetasizer 2000 pri sobnoj temperaturi od 25 °C

Svaki uzorak mjeren je viSe puta te se kao konacna vrijednost zeta potencijala uzela srednja

vrijednost svih mjerenja.

Slika 4. Uredaj Zetasizer 2000
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4. REZULTATI



4.1. UV-VIS SPEKTAR OTOPINE KATEHINA

2.5
2
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— 5
< 1 s 50
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0.5 100
e 150
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2 320 370 420 470 520 570
-0.5

A/ nm

Slika 5. UV-Vis spektar otopine katehina koncentracije (25, 50, 75, 100 i 150 mgL!) snimljen

pripH 1.5
2.5 -
2 ] n
1.5 - — )5
14 75
A _l 100
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2] 2 320 370 420 470 520 570
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Slika 6. UV-Vis spektar otopine katehina koncentracije (25, 50, 75, 100 i 150 mgL™!) snimljen
pripH 5.5
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Slika 7. UV-Vis spektar otopine katehina koncentracije (25, 50, 75, 100 i 150 mgL') snimljen

pripH 7.5
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Slika 8. UV-Vis spektar otopine katehina koncentracije (25, 50, 75, 100 i 150 mgL™) snimljen
pri pH 10
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4.2. UV-VIS SPEKTAR OTOPINE 8-GLUKANA
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-0.6 H A/ nm
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Slika 9. UV-Vis spektar otopine B-glukana ( 5 mgL™) snimljen pri razli¢itim pH vrijednostima

1,5;5,5;7,5i10

4.3. UV-VIS SPEKTAR MODELA OTOPINE KATEHINA | 8-GLUKANA

0.3 -
0.2 +
— -
0.1 4
\
O T T T T T T T
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-0.2 H e ] 61
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Slika 10. UV-Vis spektar modela otopine katehina (y = 25 mgL?) i 8-glukana (y =5 mgL?) kroz
vremenski periodod 1,2,5i16 hupH 1.5
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Slika 11. UV-Vis spektar modela otopine katehina (y = 25 mgL™?) i 8-glukana (y = 5 mgL?) kroz

vremenski periodod 1,2,5i16 hu pH 5.5
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Slika 12. UV-Vis spektar modela otopine katehina (y = 25 mgL?) i 8-glukana (y = 5 mgL?) kroz

vremenski periodod 1,2,5i16 hupH 7.5
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Slika 13. UV-Vis spektar modela otopine katehina (y = 25 mgL?) i 8-glukana (y = 5 mgL?) kroz
vremenski periodod 1,2,5i16 hu pH 10

4.4. ZETA POTENCIJAL OTOPINE KATEHINA, 8-GLUKANA | MODELA OTOPINE
KATEHINA | 8-GLUKANA

10 4
5 4
0 \
0 12 B
-5 —@0—y=25 mgL™"
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> -10 y=>rme
E y=75 mgL™
~ 15 1 y=100 mgL™’
-20 —@—y=150 mgL™
-25
-30 -
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Slika 14. Ovisnost vrijednosti zeta potencijala otopine katehina koncentracija 25, 50, 75, 100
i 150 mgL? o razli¢itim pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5 i 10
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Slika 15. Ovisnost vrijednosti zeta potencijala otopine katehina koncentracija 25, 50, 75, 100

i 150 mgL?! pri razli¢itim pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,51 10

12

-40 - pH

Slika 16. Ovisnost vrijednosti zeta potencijala otopine 8-glukana (5 mgL?) o razli¢itim pH

vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5i 10

18



-10 -

-15 -

7/ mv

-20 -

-25 -

-30 -

35 - PH

Slika 17. Ovisnost vrijednosti zeta potencijala modela otopine katehina (25 mgL™) i 8-glukana

(5 mgL?) o razli¢itim pH vrijednostima 1,5, 5,5, 7,5 i 10
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Slika 18. Ovisnost vrijednosti zeta potencijala modela otopine katehina (25 mgL?) i 8-glukana
(5 mgL?) kroz vremenski period od 1h, 2h, 5h i 16 h o razli¢itim pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5
i10
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5. RASPRAVA



U ovom diplomskom radu snimljeni su UV-Vis apsorpcijski spektri otopine katehina, 8-glukana
i modela otopine katehina i 8-glukana te je ispitan utjecaj koncentracije, pH vrijednosti pufera

i vremena na vrijednost zeta potencijala katehina, 8-glukana i modela katehina i 8-glukana.

UV-Vis apsorpcijski spektri ispitanih otopina snimljeni su podrucju valnih duljina od 200 do 700
nm. Snimljeni UV-Vis apsorpcijski spektri otopine katehina, 8-glukana i modela katehina i 8-
glukana prikazani su na Slikama od 5 do 13. Na Slikama od 5 do 8 prikazani su UV-Vis
apsorpcijski spektri otopine katehina pri razli¢itim koncentracijama i pH vrijednostima te se
moze uociti da su UV-Vis apsorpcijski spektri otopine katehina koncentracija 25, 50, 75, 100 i
150 mg L ovisno o promjeni pH vrijednosti vrlo sliéni i pokazuju maksimume pri valnim
duljinama od oko 250, 280 i 325 nm. Sliéne UV-Vis apsorpcijske spektre dobili su i autori
Friedman i Jirgens (2000) te Sarkar i suradnici (2014).

UV-Vis apsorpcijski spektar 8-glukana (5 mg L) snimljen je takoder u rasponu valnih duljina
od 200 do 700 nm pri pH 1,5; 5,5; 7,5 i 10 i prikazan je na Slici 9. Iz Slike 9 uocavaju se
apsorpcijski maksimumi oko 240, 280 i 320 nm. Pri ispitanim pH vrijednostima UV-Vis

apsorpcijski spektri 8-glukana (5 mg L) su vrlo sliéni.

Nadalje, snimljeni su UV-Vis apsorpcijski spektri modela otopine katehina (25 mg L?) i 8-
glukana (5 mg L!) u rasponu valnih duljina od 200 do 700 nm te su prikazani na Slikama 10-
13. Izgled snimljenih UV-Vis apsorpcijskih spektara ispitanog modela pokazuje sli¢nost u
podruéju pH 1,5; 5,5 7,5 gdje se mogu uociti maksimumi pri 230, 280 i 320 nm dok pri pH 10
uocava se jos jedan novonastali maksimum na 430 nm koji s vremenom postaje sve izrazeniji
tako je u 16 h najizrazeniji. Pojavu novonastalog apsorpcijskog maksimuma pri valnoj duljini
od 430 nm su uocili i Sarkar i suradnici (2014). Ova pojava se moze pripisati promjeni kemijske
strukture katehina tijekom stajanja, odnosno nastanku oksidiranog oblika katehina. Takoder
se i boja otopine promijenila u pH 10, odnosno postala je intenzivnije Zuta porastom pH
vrijednosti Sto je sve utjecalo na pojavu novog apsorpcijskog maksimuma odnosno izgled UV-
Vis apsorpcijskog spektra modela (Sarkar i sur., 2014). Stoga se moze zakljuditi da na izgled
UV-Vis spektara otopine katehina, 8-glukana i modela katehina i 8-glukana utjece kemijska

struktura i pH vrijednost.
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Nadalje, u ovom radu ispitan je utjecaj koncentracije, pH vrijednosti i vremena na vrijednost
zeta potencijala otopine katehina, 8-glukana i modela katehina i 8-glukana, a s ciljem

odredivanja najstabilnijeg sustava.

Prema istrazivanju Janiero i Brett (2004), mehanizam oksidacije katehina predstavlja izmjenu
le - 1H* u dva koraka odnosno katehin se oksidira u semikinon i daljnjim otpustanjem e

prelazi u kinon.

1,00
0,80 -
0,60 |
0,40

0,20

0,00 ‘ ‘

0,0 20 4,0 6,0 H 8,0 10,0 12,0 14,0
P

Slika 19. Distribucijski dijagram katehina

Na Slici 19 prikazan je distribucijski dijagram katehina na temelju pKa vrijednosti preuzete iz
literaturnih podataka (Muzolf-Panek i sur., 2012). Iz grafickog prikaza uocava se da je do pH 6
prisutna neutralna molekula katehina te povecanjem pH vrijednosti od 6 do 11 javljaju se
anionski oblici molekule Sto govori da molekula sudjeluje u kompleksnim reakcijskim
procesima (Janeiro i Brett, 2004). Iz distribucijskog dijagrama moze se zakljuciti da katehin pri
pH 1,5i 5,5 sudjeluje kao neutralna molekula, dok pri pH 7,5 se javlja i kao neutralna molekula

i kao anionski oblik, a pri pH 10 se javlja samo u anionskom obliku.

Ispitivanja vrijednosni zeta potencijala otopine katehina, B8-glukana i modela katehina i 8-
glukana u ovom radu prikazana su na Slikama 14-18. Na Slici 14 prikazan je utjecaj
koncentracije katehina (25, 50, 75, 100 i 150 mg L!) pri pH 1,5; 5,5; 7,5 i 10 na vrijednosti zeta
potencijala. 1z grafickog prikaza (Slika 14) uocava se da samo koncentracija katehina od 25 mg
L'! pokazuje pozitivnu vrijednost zeta potencijala u pH 1,5, dok ostale koncentracije negativne
vrijednosti zeta potencijala. Takoder, najveca vrijednost zeta potencijala primjecuje se pri pH
10 i iznosi od -20 do -35 mV. Sto prema teorijskim kriterijima stabilnosti ukazuje da je pH 10

najstabilniji medij za sve ispitane koncentracije otopine katehina (Salopek i sur., 1992).
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Nadalje, iz grafickih prikaza uoCava se da je zeta potencijal u kiselom mediju ispitanih
koncentracija pozitivan dok je u blago kiselom, neutralnom i luZznatom mediju pH negativna
vrijednost zeta potencijala. Na Slici 15 se mozZe uociti da je u luznatom pH vrijednost zeta

potencijala najniza i negativna te iznosi -32,6 mV.

Takoder, izmjerene su vrijednosti zeta potencijala za 8-glukan (5 mg L™ ) u podruéju pH 1,5;
5,5; 7,5 i 10 (Slika 16). Iz grafickog prikaza Slike 16 uocava se pozitivna vrijednost zeta
potencijala 8-glukana u kiselom mediju te u neutralnom i luzZnatom negativna. Takoder, za
ispitanu koncentraciju 6-glukana pokazao se pH 10 kao najstabilniji (-33,7 mV), dok

najnestabilniji pH 2,5-3 kada je postignuta izoelektri¢na tocka.

Model katehina (25 mg L) i B-glukana (5 mg L' ) pracen je u podruéju pH vrijednosti 1,5; 5,5;
7,51 10 i kroz vremenski period od 1, 2, 5i 16 h (Slika 17 i 18). Vrijednost zeta potencijala za
ispitani model pokazala je prema teorijskim kriterijima stabilnosti da je model najstabilniji u
pH 10 Sto govori da je pri vezanju otopine katehina i 8-glukan prisutan anionski oblik molekule
katehina Sto pokazuje i iznos zeta potencijala od -29 do -30 mV te se moze zakljuciti da
promjena pH vrijednosti pufera utjeCe na kemijsku strukturu otopine katehina kao i na
vrijednosti zeta potencijala, a u skladu je s dobivenim distribucijskim dijagramom koji ukazuje
prisustvo anionskog oblika molekule katehina u pH 10. U blizini to¢ke pKa 9,7 protonirane
fenolne skupine katehina mogu se deprotonirati i nastaje negativni ukupni naboj koji dalje
smanjuje vrijednost zeta potencijala modela (Staszewski, 2011). Prisustvo katehina na 8-
glukanu postize negativni povrsinski naboj modela, Sto govori da je prisutan anionski oblik
molekule na povrsini 8-glukana, sli¢cnu pojavu je uocila grupa autora Upadhyay i suradnici
(2017) koji su istrazivali sloj alginata na povrsini 8-glukana. Takoder $to je pH vrijednost niza
vrijednost zeta potencijala je pozitivnija Sto odgovara literaturnoj referenci (Medvidovi¢-
Kosanovic i sur., 2009). Vidljivo je da se zeta potencijal mijenja promjenom pH, koncentracije
i vremena S$to znaci da je uz pomo¢ zeta potencijala moguce pratiti promjene u otopinama te

kontroliranje procesa (Salopek i sur., 1992).

Prema rezultatima istraZivanja zeta potencijala modela katehina (25 mg L) i 8-glukana (5 mg
L'!) moZe se uoditi da na zeta potencijal i oblik modela katehina utje¢u koncentracija, pH i
kemijska struktura. Usporedbom zasebno vrijednosti katehina i 8-glukana s modelom katehina

(25 mg L) i B-glukana (5 mg L) vidljivo je da su vrijednosti zeta potencijala bliZze vrijednosti
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za B-glukan (5 mg L) $to je pokazatelj interakcije izmedu molekula katehina i 8-glukana koje

utje€u ne samo na vrijednost zeta potencijala nego i na stabilnost modela.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljededi zakljucci:

e UV-Vis apsorpcijski spektri otopine katehina koncentracija 25, 50, 75, 100 i 150 mg L*
ovisno o promjeni pH su vrlo sli¢ni i pokazuju maksimume pri valnim duljinama od oko
250, 280 325 nm.

e UV-Vis apsorpcijski spektar 8-glukana (5 mg L'?) pokazuje sli¢ne vrijednosti pri pH 1,5;

5,5; 7,51 10 te se uocavaju apsorpcijski maksimumi oko 240, 280 i 320 nm.

e Apsorpcijski spektri modela katehina (25 mg L) i 8-glukana (5 mg L!) pokazuju sli¢nost
u podrucju pH 1,5; 5,5; i 7,5 gdje se mogu uociti apsorpcijski maksimumi pri 230, 280 i

320 nm dok pri pH 10 uocava se jos jedan maksimum pri valnoj duljini 430 nm.

e Zeta potencijal otopine B-glukana pri koncentraciji 5 mg L' pokazuje pozitivhu
vrijednost u kiselom mediju dok u neutralnom i u luznatom mediju pokazuje negativnu

vrijednost.

e Vrijednost zeta potencijala ispitivane otopine katehina ima pozitivnu vrijednost u pH
1,5, dok ostale koncentracije pokazuju negativne vrijednosti zeta potencijala. Za sve

ispitivane koncentracije otopine katehina pH 10 je najstabilniji medij.

e Vrijednosti zeta potencijala ispitanog modela katehina (25 mg L) i 8-glukana (5 mg L
1) pokazala je prema teorijskim kriterijima stabilnosti da je model najstabilniji u pH 10
(-30 mV) te se moze zakljuciti da promjena pH vrijednosti pufera utje¢e na kemijsku

strukturu otopine katehina kao i na vrijednosti zeta potencijala.
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