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1. Uvod

Elektrokineticke pojave su pojave koje se sastoje od dvije faze koje se jedna prema drugoj
relativno gibaju. Posljedica gibanja je nastajanje elektri¢nog polja, odnosno nastaje relativno
gibanje jedne faze prema drugoj. Elektrokineticke pojave pojavljuju se u cetiri oblika:
potencijal strujanja, elektroforetski odnosno sedimentacijski ili Dornov potencijal,
elektroosmoza i elektroforeza. Zeta-potencijal ili kineticki potencijal definira se kao
potencijal na plohi smicanja odnosno jednak je ukupnom padu napona u difuznom dvosloju.
Vrijednost zeta-potencijala daje informaciju o stabilnosti sustava, odnosno zeta-potencijal se
moze primijeniti na pracenje naboja povrsine, kao pokazatelj interakcije izmedu otopljenih

tvari sadrzanih u vodenoj otopini i ¢vrste povrsine (Luxbacher i sur., 2016).

UV/Vis spektrofotometrija je metoda koja se koristi za kvalitativnu i kvantitativnu analizu
spojeva. Apsorpcijski spektar daje informacije o spoju kao Sto su prisutne funkcionalne

skupine unutar ispitane molekule te se upotrebljava kao pomo¢ pri identifikaciji spojeva.

B-glukan je dugolancani polisaharid izgraden od vise molekula glukoze, koje su medusobno
povezane 6-1,3-glikozidnim vezama ili 8-1,4-glikozidnim vezama (Lazaridou i Biliaderis,
2007). Ubraja se u skupinu prehrambenih vlakana. Izvor 8-glukana su Zitarice kao $to su zob,

je€am, zatim gljive, biljke.

Kafeinska kiselina je (3,4 - dihidroksicimetna kiselina) je organski spoj iz skupine
hidroksicimetnih kiselina. Izvori kafeinske kiseline su eukaliptus, slatkovodne paprati, gljive,

kava, arganovo ulje, timijan, kadulja, metvica, cimet i sliéno.

Slijedom navedenog, zadatak ovog diplomskog rada je odrediti zeta-potencijal otopine
kafeinske kiseline, otopine B-glukana i modela kafeinske kiseline i 8-glukana kroz razliciti
koncentracijski raspon, a s ciliem predvidanja najstabilnijeg ponasanja modela kafeinske

kiseline i 8-glukana pri razli¢itim pH vrijednostima.
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2. Teorijski dio

2.1. UV/Vis spektroskopija

UV/Vis spektrofotometrija je metoda koja se koristi za kvalitativnu i kvantitativnu analizu
spojeva. UV podrucje obuhvaéa 100 do 380 nm, a Vis podrucje obuhvac¢a 380 do 800 nm.
Razlic¢ite molekule apsorbiraju zracenje razli¢itih valnih duljina, pa tako organske molekule
apsorbiraju u ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju sto omogucuje njihovu kvalitativnu
analizu. Pri kvantitativnoj analizi vazan je odabir valne duljine, a mjerenje se provodi u
apsorpcijskom maksimumu. Bira se valna duljina pri kojoj nema interferencija od drugih tvari
koje su prisutne u uzorku. Otapalo u kojem je uzorak otopljen ne smije aporbirati jednako UV
podrucje kao i uzorak. Mogudée je primijeniti bilo koju valnu duljinu na koju spoj apsorbira, ali
je najbolje odabrati onu koja pokazuje najstrmiju bazdarnu krivulju. Koncentracija tvari
prikazuje se u ovisnosti o apsorbanciji, A na odabranoj valnoj duljini pri ¢emu se dobije

kalibracijska krivulja ili pravac.

Primjenom kvalitativne analize UV/VIS spektri ne pokazuju dovoljno finu strukturu pa se
koriste zajedno s podatcima dobivenih od masenih spektara, IR spektara ili NMR (Jakobek,

2017; Skoog i sur. 1999).

Odnosno, apsorpcijski spektar pokazuje broj apsorpcijskih vrpci odgovornih za strukturne
skupine u molekuli, UV/Vis spektar nastaje snimanjem intenziteta zracenja koje je uzorak

apsorbirao, propustio ili reflektirao ovisno o valnoj duljini. UV/VIS spektar ima Siroke pikove.

UV/VIS spektar (apsorpcijski spektar) daje odredene informacije o spoju kao $to su vrste
funkcionalnih skupina u molekuli. Primjenjuje se kao pomo¢ u identifikaciji, ali se za potpunu

identifikaciju treba upotrijebiti u kombinaciji s drugom tehnikama (IR, MS).

Kromofor je jedinica u molekuli odgovorna za apsorpciju elektromagnetskog zracenja
(najces¢e C=C i C=0). Spektrofotometar je uredaj za analizu spektara elektromagnetskog

zracenja, a sastoji od izvora zracenja, monokromatora i detektora.

Primjenom UV/Vis spektroskopije je ogranicena identifikacija spojeva, ali je tehnika pogodna
za kvantitativnu analizu otopina. Takoder jedan od nedostataka su Siroki signali, te se tesko

razlucuju dva pika koja su blizu (Jakobek, 2017; Skoog i sur., 1999).



2. Teorijski dio

2.2. Elektrokineticki potencijal

Elektrokineticki potencijal ili zeta-potencijal je termin za pojavu u medupovrsini na kliznoj
plohi koja razdvaja pokretni dio elektricnoga medupovrsinskog sloja i ostatka otopine
(Tablica 1). Elektrokineticki potencijal sastoji se od dvije faze koje se jedna prema drugoj
relativno gibaju uslijed ¢ega se pojavljuje elektricno polje (Kirby, 2010). U elektricnom polju
koje je paralelno izmedu granica jedne i druge faze pojavljuje se relativno gibanje jedne faze
prema drugoj. Elektrokineti¢ki potencijal cdestica odreduje se eksperimentalno iz
pokretljivosti Cestica u vanjskome elektricnom polju ili iz razlike potencijala koji se pojavljuje
uslijed strujanja otopine uz nabijene povrsSine. Elektrokinetic¢ki efekti koji nastaju zbog

elektri¢nog polja su:

potencijal strujanja,
elektroforetski odnosno sedimentacijski ili Dornov potencijal,

elektroosmozai

P W N oRE

elektroforeza (Potter, 1968).

Tablica 1. Zeta-potencijal u odnosu na stabilnost i ponasanje koloida (Kirby, 2010)

ZETA-POTENCUAL [mV] STABILNOST | PONASANJE
0-t5 brza koagulacija ili flokulacija
+10-+30 pocetna nestabilnost
+30-140 srednja stabilnost
+40-+60 dobra stabilnost
ViSe od £ 61 odli¢na stabilnost

Potencijal strujanja je razlika potencijala izmedu krajeva uske cijevi kroz koju struji elektrolit.
Strujanje tekuce faze preko povrsSine ¢vrste faze s formiranjem elektrokemijskog dvosloja

rezultira nastankom elektri¢nog polja paralelnog smjera strujanja.
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Elektroforetski potencijal joS se naziva i sedimentacijski potencijal ili Dorov potencijal, a
definira se kao razlika potencijala koji nastaje uslijed gibanja suspendiranih ¢vrstih Cestica
kroz tekucu fazu koja miruje i rezultira nastanku elektri¢cnog polja paralelnog smjeru kretanja

Cestica.

Elektroosmoza nastaje ako se duz uske cijevi narine razlika potencijala te se pod djelovanjem

elektri¢nog polja tekuéa faza giba preko ¢vrste podloge.

Elektroforeza predstavlja putovanje Cestica pod utjecajem elektri¢nog polja uspostavljenog
duZz mirujuceg tekuceg medija u koji su suspendirane Cvrste Cestice, rezultira nastajanjem
dvosloja i mehanicke sile koja uzrokuje ovo gibanje (Jakobek Barron, 2017; Metkos-Hukovic i

Martinez, 2000; Piljac, 2006).

Drugi naziv za zeta-potencijal je elektrokineticki potencijal i oznacava se gréim slovom .
Zeta-potencijal definira se kao potencijal na plohi smicanja odnosno jednak je ukupnom
padu napona u difuznom dijelu dvosloja. Na nastanak elektrokemijskog dvosloja izmedu
dvije vodljive faze utjeCe specificna adsorpcija kationa ili aniona iz otopine na cvrstu
povrsinu, a viSak naboja neutraliziran je difuznim slojem iona suprotnog naboja u elektrolitu.
Isto tako, elektrokemijski dvosloj moZe nastati i kao posljedica adsorpcije iona nastalih
slabom elektrolitickom disocijacijom ili zbog orijentacije dipola polarnih molekula tekuceg

medija uz ¢vrstu povrsinu. Zeta-potencijal je prikazan Slikom 1.

@ =

Surface charge (negative)

@
: Stern Layer
) ? Slipping plane =]
(&) €
e ° @
i i Surface potential
- @ @ i Stern potential
® = " .- T potential

Distance from particle surface

Slika 1. Prikaz zeta-potencijala (WEB 1)
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Na Slici 1. prikazan je elektri¢ni dvosloj (1) Helmhotz, (2) Gouy-Chapman i (x) Stern. Kod
Sternovog modela nastanak elektrokemijskog dvosloja neposredno uz povrsinu évrste faze
nalazi se Helmholtzov ili Sternov sloj iona koje ¢vrsto uz povrSinu drie elektrostaticke
privlacne sile i specificne adsorpcijske sile (Van der Waalsovo medudjelovanje i kemijska
veza). Debljina tog sloja u kojem je razlika potencijala prema ¢vrstoj povrsini naglo linearna
raste jednaka je ionskom radijusu adsorbiranih iona. Ovaj sloj se nadovezuje na Gouy-
Chapmanov sloj u kojem na ione djeluju elektrostaticke sile i termicko gibanje molekula koje
se u konacnici oblikuje difuznu atmosferu s nabojem suprotnim naboju elektri¢ne povrsine.
Pri relativnom gibanju tekuéine uz ¢vrstu povrsinu Sternov sloj i do Gouy-Chapmanova sloja
ostaju relativno nepomicni na povrsini te se unutar Gouy-Chapamnova sloja javlja ploha
smicanja molekula koja struji u odnosu na nepomiéne molekule, Sto predstavlja zeta-
potencijal. Opcenito elektrokineti¢ke pojave ukljucujudi i zeta-potencijal ovise o debljini tog
dvosloja i prikazan je Jednadzbom 1:

€EORT )1/2
2Cc0F2z72

L=(
gdje su:
L — debljina dvosloja (m),
Co — koncentracija iona (mol m3),
F — Faradayeva konstanta (96500 C mol™),
R — opca plinska konstanta (8,314 J mol* K1),
T — termodinamicka temperatura (K),
z- oksidacijski stupanj iona,
€ - dielektri¢na konstanta materijala izmedu slojeva naboja i
g0 — dielektri¢na konstanta vakuuma (8,85 x 102 F m %) (Hunter, 1981).

Iz Jednadibe 1. uocava se kako je debljina dvosloja obrnuto proporcionalna korijenu
koncentracije. Zeta-potencijal se moze definirati kao potencijal na plohi smicanja (Jednadzba

2):
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_4mox—1

gdje je:
o — naboj po jedinici povrsine (Hunter, 1981; Sze i sur., 2003).

Razmak x* opada porastom koncentracije i valencije iona te s opadanjem udaljenosti x? i
specificnog naboja o opada i zeta-potencijal. Porastom koncentracije otopine opada zeta-
potencijal. Ako zeta-potencijal iznosi nula tada je doslo do nestanka Gouy-Chapmanova sloja.
Ovaj sloj moZe ponovo nastati ako su u otopini prisutni ioni koji se specifi¢cno adsorbiraju na
¢vrstoj povrsini i porastom koncentracije elektrolita javlja se zeta-potencijal suprotnog

predznaka (Jakobek Barron, 2017; Metiko$ Hukovi¢ i Martinez, 2000; Piljac, 2006).

Raspon vrijednosti zeta-potencijala u odnosu na stabilnost i ponasanje koloida prikazan je
Tablicom 1. Ove vrijednosti zeta-potencijala daju informacije o stabilnosti sustava odnosno
zeta-potencijal se moze primijeniti za pra¢enja naboja povrsine, kao pokazatelj interakcije
izmedu otopljenih tvari sadrzanih u vodenoj otopini i ¢vrstih povrSina (Luxbacher i sur.,

2016).
Faktori koji utje€u na zeta-potencijal su:

1. pH vrijednost medija: u vodenom mediju, pH uzorka je jedan od najvaznijih faktora
koji utjeCe na zeta-potencijal. Ukoliko se na molekulu koja ima negativan zeta-
potencijal daje luZina, molekula ée nastojati postic¢i negativniji naboj i bit ¢ée negativna
vrijednost zeta-potencijala. Medutim, ako se doda kiselina u otopinu, dodi ¢e do
neutralizacije naboja molekule. Daljnjim dodavanjem kiseline povedat ¢e se pozitivan
naboj molekule i porast ¢e vrijednost zeta-potencijala. Tocka u kojoj je zeta-potencijal
jednak nuli, naziva se izoelektri¢na tocka i smatra se da je tada sustav najnestabilniji
jer ima naboj nula (neutralan), odnosno molekula se moze taloziti (Web 1).

2. Provodnost: debljina dvosloja makromolekule ovisi o koncentraciji iona u otopini i
moze se izracunati pomodu ionizacijske snage medija (Hunter, 1981).

3. Koncentracija: utjeCe na zeta-potencijal jer daje informacije kako kreirati model

maksimalne stabilnosti (Hunter, 1981; Salopek i sur., 1992).
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2.3. B8-glukan

B-glukan je dugolancani polisaharid izgraden od vise jedinica glukoze, koje su medusobno
povezane B-1,3 glikozidnim vezama ili 8-1,4 vezama (Lazaridou i Biliaderis, 2007). Ubraja se u
skupinu prehrambenih vlakana. Prehrambena vlakna su velika skupina spojeva koja se ne
probavljaju niti apsorbiraju u tankom crijevu dok u debelom crijevu moZe dodi do djelomicne

ili potpune fermentacije. Struktura 8-glukana prikazna je Slikom 2.

CH,OH
_ _ O. O--1--
CH,OH OH
O. 0O--1---
OH m
OH
- - N
6'113 8-1,4

Slika 2. Struktura 8-glukana (WEB 1)

Izvor B-glukana su Zitarice poput je€ma, zobi i pSenice, a nalazi se u vanjskom sloju omotaca
zrna Zitarica, odnosno u njegovom aleuronskom i subaleuronskom sloju. Je€am sadrzi od 5
do 11% B-glukana, zob od 3 do 7% B-glukana dok psenica sadrzi svega 1% B-glukan (Bai i sur.,
2019). Osim u Zitaricama B-glukan moze se pronadi i u razli¢itim vrstama gljiva (Reisi gljiva,
Maitake gljiva, Antrodia gljiva i Sitake gljiva), ali u pivskom kvascu, $eéernoj trsci, razi,
kukuruzu te nekim vrstama baterija, algama i plijesni (Krpan, 2010; Mason, 2001). 8-glukan
ulazi u interkaciju s polifenolima za koje je vazna kemijska struktura polifenola, temperatura i

pH vrijednost (Wang i sur., 2013).

Uporaba 68-glukana je u biomedicinskoj, farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj
industriji. Znacajna uloga B-glukana u prehrambenoj industriji odnosi se na koristenje
B-glukana kao zgusnjivaca, emulgatora te kao nadomjestak za masti (Krpan, 2010). Nadalje,

B-glukan se moZe pronadi i u gotovim proizvodima odnosno u Zitaricama za dorucak,
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pekarskim, mlije¢nim i mesnim proizvodima, desertima, umacima i slicno (Havrlentova i sur,
2011). Hrana koja u svom sastavu sadrzi 8-glukan ubraja se u skupinu funkcionalne hrane jer
njezin sastav i namjena imaju pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje i smanjuju rizik od raznih

bolesti (Limberger-Bayer i sur., 2014).

Epidemioloska istrazivanja o 6B-glukanu koja su provedena s ciljem ispitivanja utjecaja
B-glukana na zdravlje ljudi pokazala su pozitivan antibakterijski, antitumorni,
imunomodulatorni i radioprotektivni utjecaj (Petravié¢ i sur., 2010; Havrlentova i sur., 2011;

Baiisur., 2019).

Brojna istraZzivanja pokazala su da 8-glukan pozitivno djeluje u kombinaciji s drugim
komponentama hrane. Posebno se isti¢e sinergijsko djelovanje 8-glukana s vitaminom C za

kojeg se ustanovilo da stimulira iste imunosne odgovore kao i 8-glukan (Vetvicka, 2011).

2.4. Kafeinska kiselina

Kafeinska kiselina (3,4 - dihidroksicimetna kiselina) je organski spoj iz skupine
hidroksicimetnih i fenolnih kiselina molekularne formule CoHgOs prikazana Slikom 3.

Kafeinska kiselina ima sljedece karakteristike:

— Zute je boje,
— tvarje u ¢vrstom stanju,

— sastoji se od dva fenola i akrilne funkcionalne skupine.

OH

HO

OH

Slika 3. Struktura kafeinske kiseline
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Siroko je rasprostranjena u biljnim tkivima jer je njihov sekundarni metabolit. Prisutna je
hrani, prvenstveno u kavi, borovnicama, jabukama i jabukovaci i propolisu (Magnani i sur.,
2014). Nadalje, pirodni izvori kafeinske kiseline su eukaliptus (lat. Eucalyptus globulus),
slatkovodne paprati (lat. Salvinia molesta), gljive (lat. Phellinus linteus), kava, arganovo ulje,
u nekim travama poput timjana, kadulje i metvice, u zacinima poput cimeta, u sjemenkama
suncokreta, u crvenom vinu, u soku od Sljive, americka crna divlja tresnja, brusnice, je¢am i

raZ. lzvori kafeinske kiseline prikazani su Tablicom 2.

Tablica 2. Izvori kafeinske kiseline (mg/100g) (WEB 3)

1IZVOR KAFEINSKE KISELINE PRISUTNOST (mg/100g)
Timjan, kadulja i metvica 20 mg/100 g
Cimet 22 mg/100 g
Sjemenke suncokreta 8 mg/100 g
Crveno vino 1,88 mg/100 ml
Sok od jabuke, marelice i sljive oko 1 mg/100 ml
Americka crna divlja Sljiva 141 mg/100 g
Brusnica 6 mg/100 g

Epidemioloska istraZivanja o djelovanju kafeinske kiseline na ljudsko zdravlje pokazala su
antibakterijski i antiradikalni ucinak (Choudhary i sur, 2008). Takoder, pokazala su
potencijalni antikancerogeni i antiupalni ucinak (Touaibia i sur., 2011), potencijalnu zastitu

od ateroskleroze i drugih kardiovaskularnih bolesti (Magnani i sur., 2014).

Kafeinska kiselina je bioloski aktivna sastavnica propolisa koja potencijalno pokazuje
antioksidativna, protuupalna, antiproliferativna, citostatska, antiangiogena i antineoplastic¢na

svojstva (Choudhary i sur, 2008).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak rada

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

e odrediti najstabilnije ponasanje modela otopine kafeinske kiseline i 8-glukana pri

razli¢itim pH vrijednostima.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije

Kafeinska kiselina, 8-glukan, fosfatni pufer, karbonatni pufer, HCI/KCI pufer, ultracista voda.

3.2.2. Priprema otopina

Pripremila se otopina kafeinske kiseline koncentracije 1300 mg L™X u 100 % metanolu. Radne
koncentracije kafeinske kiseline bile su u rasponu od 25 do 150 mg L, a pripremale su se
razrjedenjem u odgovarajucoj otopini pufera. Upotrijebljeni puferi bili su fosfatni puferi pH
vrijednosti 5,5 i 7,5, zatim karbonatno-bikarbonatni puferi pH vrijednosti 10 i HCI/KCI pH

vrijednosti 1,5. Svi puferi bili su koncentracije 0,1 mol L.

Otopina B-glukana, koncentracije 190 mg L, pripremljena u ultracistoj vodi. Upotrijebljena

koncentracija otopine B-glukana za provodenje ispitivanja u ovom radu bila je 5 mg L.

13
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3.2.3. UV/Vis Spektar

UV-1280 spektrofotometar tvrtke Shimadzu, koristio se za snimanje UV/Vis spektra
pripremljenih otopina kafeinske kiseline i beta glukana u rasponu valnih duljina od 200 nm

do 700 nm (Slika 4.).

Slika 4. UV-1280 spektrofotometar

3.2.4. Zeta-potencijal

Odredivanje zeta-potencijala provedeno je na uredaju Zetasizer 2000 (Malvern Instrument)
na sobnoj temperaturi od 25 °C u kapilarnoj potocnoj celiji (Slika 5). Mjerenje zeta-
potencijala provelo se tri puta za svaki pojedini uzorak. Vrijednost zeta-potencijala dobivene

su pomocu Helmhotz-Smoluchowski relacije prikazane Jednadzbom 3:

_KuAE
€0eAP

¢

gdje su AE potencijal strujanja; AP razlika u hidrodinamickom tlaku; p viskoznost otopine;
€,€0, K dielekrticka konstanta otopine, propusnost vakuuma i vodljivost otopine (Susanto i

sur, 2009).
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Slika 5. Zetasizer 2000 (Malvern Instrument)
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4. Rezultati

4.1. UV/Vis spektar

4.1.1. UV/Vis spektri kafeinske kiseline

pH 1.5

1
0.5
1]

225 245 265 285 305 325 345 365

pH 5.5
3.5
25
1.5

0.5

b

2

N

9 249 269 289 309 329 349 369

3.5
3

NS

2.5
< 2
1.5
0.5
0
230 280 330 380

A/nm
25 mg/L —— 50 mg/L

75mg/L 100 mg/L —— 150 mg/L

A/nm A/nm
25 mg/L — somg/L. 75melL 100 mg/L —— 150 mg/L ~———25mg/L ——50mg/L 75 mg/L 100 mg/L ——150 mg/L
pH 7.5 pH 10

220 240 260 280 300 320 340
A/nm
=25 mg/L =50 mg/L 75 mg/L 100 mg/L = 150 mg/L

Slika 6. UV/Vis spektri kafeinske kiseline koncentracije 25, 50, 75, 100 i 150 mg L? snimljeni u
razli¢itim pH vrijednostima
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4.1.2. UV/Vis spektri modela kafeinske kiseline i 8-glukana
3 3
2 2
<< L=
1 1
1] — 1] —
229 249 289 309 329 349 369 229 249 269 289 309 329 349
A/nm A/nm
1.5pH 5.5pH 7.5pH 10 pH 1.5pH 5.5pH 7.5pH 10 pH
a) b)
3.5 3
3 25
2.5
2
2
<T < 1.5
1.5
1
1
0.5 0.5
(1] — 1] —
229 249 269 289 309 329 349 229 249 269 289 309 329 349
A/nm A/nm
1.5pH 5.5pH 7.5pH 10 pH 1.5pH 5.5 pH 7.5pH 10 pH
c) d)
3.5
3
2.5
2
<<
1.5
1
0.5
0 —
229 249 269 289 309 329 349
A/nm
1.5pH 5.5 pH 7.5pH 10pH
e)

Slika 7. UV/Vis spektri modela kafeinske kiseline (25 mg L) i 8-glukana (5 mg L) u razli¢itim

pH vrijednostima kroz vremenski period od a) Oh, b) 1h, c) 2h, d) 5hi e) 16h.
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4.2. Zeta-potencijal otopine kafeinske kiseline, 8-glukana i modela kafeinske

kiseline i 8-glukana

10

-10

Umv

-15

-20

-25

-30
pH

Slika 8. Ovisnost vrijednosti zeta-potencijala otopine 8-glukana (5 mg L) o pH vrijednostima

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

15
10

0 20 40 60 80 100 120 140 160

-10

i/ mv

-15
-20
-25

-30
y/mglL?

15 5.5 7.5 10

Slika 9. Ovisnost vrijednosti zeta-potencijala otopine kafeinske kiseline koncentracija 25, 50,

75, 100 i 150 mg L o razli¢itim pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5 10
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-10

i/ mv

-15

-20

-25

-30

t/h

15 5.5 7.5 10

14

16

18

Slika 10. Ovisnost vrijednosti zeta-potencijala modela otopine kafeinske kiseline (25 mg L) i

B-glukana (5 mg L) kroz vremenski period od Oh, 1h, 2h, 5h i 16h o razli¢itim pH

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

U ovom diplomskom radu istrazeni su UV/Vis spektri kafeinske kiseline, 8-glukana i modela
kafeinske kiseline i 8-glukana u podrucju valnih duljina od 200 do 700 nm primjenom UV/Vis
spektrofotometrije. UV/Vis spektar predstavlja graficki prikaz neke funkcije slabljenja
osnovnog snopa zrafenja u ovisnosti o promjeni valne duljine, frekvencije ili valnog broja.
Snimljeni UV/Vis spektri prikazani su na Slikama 6-7. Na Slikama 6-7 prikazani su snimljeni
UV/Vis spektri kafeinske kiseline razlicitih koncentracija i modela kafeinske kiseline (25 mg L
1) i B-glukana (5 mg L) pri pH vrijednostima 1,5, 5,5, 7,5 i 10 snimljeni tijekom 1, 2, 5i 16

sati.

UV/Vis spektri kafeinske kiseline snimljeni su za svaku pojedinu koncentraciju kafeinske
kiseline (25, 50, 75, 100 i 150 mg L') u pH 1,5, 5,5, 7,5 i 10. Iz UV/Vis spektara kafeinske
kiseline uocavaju se tri apsorpcijska maksimuma pri valnim duljinama 240, 290 i 330 nm.
Slicne apsorpcijske maksimume kafeinske kiseline (A = 217, 243, 295 i 327 nm) snimila je i
grupa autora Wang i suradnici (2004). Takoder, snimljeni UV/Vis spektri modela kafeinske
kiseline (25 mg L) i B-glukana (5 mg L) pokazuju sliéne apsorpcijske maksimume kao i
kafeinska kiselina (Slika 7). Organski spojevi su spojevi s najvise prijelaza n ili rt elektrona u it*
pobudeno stanje, a za ove prijelaze potrebna je nezasiéena skupina u molekuli s

elektronima (Cornard i Lapouge, 2006; ToSovi¢, 2017).

Nadalje, u ovom diplomskom radu istrazen je i elektrokineti¢ki potencijal B8-glukana,
kafeinske kiseline i modela kafeinske kiseline i 8-glukana. Zeta-potencijal je dobar pokazatelj
odbojnih interakcija izmedu cestica i upotrebljava se za procjenu stabilnosti nekog modela.
Visoka pozitivna ili negativna vrijednost zeta-potencijala ukazuje da je odbojnost izmedu
Cestica velika odnosno model ima dobru stabilnost. Takoder, cestice s veéim zeta-
potencijalom pokazuju vecu silu odbijanja Sto dovodi do veée stabilnosti modela protiv
agregacije (Upadhyay i sur., 2017). Zeta-potencijal ispitane kafeinske kiseline u rasponu
koncentracija od 25, 50, 75, 100 i 150 mg L u rasponu pH vrijednosti od 1,5, 5,5, 7,5 i 10
prikazan je na Slici 9. U kiselom mediju za sve ispitane koncentracije kafeinske kiseline
vrijednosti zeta-potencijala su pozitivnhe. Poveéanjem pH vrijednosti zeta-potencijal je
negativan Sto govori da je u kiselom mediju prisutan kationski oblik molekule, a u
neutralnom i luznatom mediju anionski oblik. Maksimalna pozitivha vrijednost zeta-

potencijala bila je oko 10 mV dok je maksimalna negativna vrijednost bila oko -25 mV i to u
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pH 10. Dobivene vrijednosti odgovaraju pretpostavlienom modelu kafeinske kiseline

simuliranom distribucijskim dijagramom.

<— Ouyp  Og—>
0,80
8_
0,40
0,00 T T ! T T
0,0 2,0 4,0 6,0pH 8,0 10,0 12,0 14,0

Slika 11. Distribucijski dijagram kafeinske kiseline

Utjecaj pH vrijednosti povezan je s tri reaktivne hidroksilne skupine u kemijskoj strukturi
kafeinske kiseline. Distribucijski dijagram kafeinske kiseline prikazan na Slici 11 kreiran je na
osnovi pKa vrijednosti (Genaro-Mattos i sur., 2015). Deprotonizacija kafeinske kiseline

prikazana je Slikom 12.

0 0 o 0
\ o \ . \ ; \ .
HO _— o -~ —_— -0
0
OH OH b 0
3 4

1 2

Slika 12. Deprotoniranje kafeinske kiseline (Genaro-Mattos i sur., 2015)

Iz Slike 12 uocava se da deprotoniranje nastaje karboksilatni ion (2) pri pH 5,5. Zatim se
odvija deprotoniranje na para polozaju (3) pri pH 7,2 i na meta polozaju (4) pri pH 10. Stoga
se moze zakljuciti da je anionski oblik molekule prisutan u podruéju pH od 5,5 do 10 Sto su
vrijednosti zeta-potencijala (Slike 9 i 10) potvrdile (negativan predznak iznosa zeta-
potencijala predstavlja anionski oblik molekule) kao i simulirani distribucijski dijagram (Slika

11).

Nadalje, ispitan je utjecaj vremena (0, 1, 2, 5 i 16h) na vrijednost zeta-potencijala modela

kafeinske kiseline (25 mg L) i 8-glukana (5 mg L) u pH 1,5, 5,5, 7,5 i 10. U vremenskom
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periodu od 2h do 16h vrijednost zeta-potencijala je slicna ili jednaka, a najveca vrijednost

zeta-potencijala postigla se u pH u 16h (oko -29 mV).

Stoga se moze zakljuciti da za ispitani model kafeinske kiseline (25 mg L) i 8-glukana (5 mg
L'!) pH 10 se pokazao kao medij u kojem je makromolekula prema teoriji stabilnosti

najstabilnija i to u anionskom obliku (Metikos-Hukovi¢ i Martinez, 2000).
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6. Zakljucak

Na osnovi istraZzivanja provedenih u ovom diplomskom radu mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

e UV/Vis spektri otopine kafeinske kiseline koncentracija 25, 50, 75, 100 i 150 mg L*
ovisno o promjeni pH su sliéni i pokazuju apsorpcijske maksimume pri valnim
duljinama od oko 240, 290 i 330 nm.

e Apsorpcijski spektri modela kafeinske kiseline (25 mg L?) i 8-glukana (5 mg L)
pokazuju sliéne apsorpcijske maksimume kao i kafeinska kiselina.

e Zeta-potencijal otopine B-glukana pri koncentraciji 5 mg L' pokazuje pozitivne
vrijednosti u kiselom mediju dok u neutralnom i u luZinatom mediju pokazuje
negativnu vrijednost.

e Vrijednost zeta-potencijala ispitivane otopine kafeinske kiseline ima pozitivhu
vrijednost u pH 1,5, dok ostale koncentracije pokazuju negativnu vrijednost zeta-
potencijala te se pH 10 pokazao kao medij u kojem je makromolekula najstabilnija.

e Vrijednost zeta-potencijala ispitanog modela kafeinske kiseline (25 mg L) i 8-glukana
(5 mg L) s obzirom na vrijeme (0, 1, 2, 5 i 16h) pri razli¢itim pH (1,5, 5,5, 7,5 i 10)
pokazala je da je vrijednost zeta-potencijala sli¢na ili jednaka u vremenskom periodu
od Oh do 16h, a najveca vrijednost zeta-potencijala postigla se u pH u 16h (oko -29
mV).

e Prema teorijskim kriterijima stabilnosti, model se pokazao najstabilniji u pH 10 (-30
mV)

e Promjena pH vrijednosti pufera utje¢e na kemijsku strukturu otopine kafeinske

kiseline kao i na vrijednost zeta-potencijala.
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