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Zeta potencijal je fizikalno svojstvo koje posjeduje svaka Cestica, molekula ili suspenzija kada
se nalazi u tekuéini. Cestice i molekule posjeduju zeta potencijal odnosno povrsinski naboj
zbog svojih ionskih karakteristika (dipolarnih svojstava). Poznavanje zeta potencijala
omogucuje optimiranje procesa nastanka suspenzija, emulzija, otopina proteina te predvida
interakcije s povrS§inom molekula ili estica. Stoga se zeta potencijal ({) moze definirati kao
potencijal preko granice faza svih Cvrstih tijela i tekucina te je odgovoran za stabilnost molekula
odnosno Cestica, a naziva se joS i elektrokinetiCki potencijal (Salopek i sur., 1992). Zeta
potencijal direktno utjeCe na stabilnost i ponasSanje sustava te se zbog toga mjerenje zeta
potencijala moze primijeniti u biomedicini, farmaciji, primijenjenoj kemiji, ekologiji i sli¢no.

Spektrofotometrija objaSnjava povezanost izmedu tvari i elektromagnetskog zraenja, a daje
informacije o gradi i sastavu tvari. Ultraljubi¢asta (UV) i vidljiva (Vis) spektrofotometrija se
temelji na apsorpciji UV/Vis zraCenja, gdje dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog u
pobudeno stanje. Svjetlost koju emitira izvor prolazi kroz uzorak koji se nalazi u kiveti te dolazi
do apsorpcije odredene koliCine zra¢enja. Razlika izmedu koli¢ine zraenja na izvoru i koliine
zraCenja koja je proSla kroz uzorak ocCitava se na detektoru. Apsorbancija predstavlja

logaritamski omjer koli€ine ulazne i izlazne zrake svjetlosti (Schmid, 2001).

Klorogenska kiselina se ubraja u skupinu polifenola hidroksicimetnih kiselina te je ester
kafeinske kiseline i kina kiseline (Vermeriss i Nicholson, 2006). Glavni izvor klorogenske
kiseline je kava i u manjoj koli¢ini ¢aj i druge biljke (Farah i sur., 2013). U svrhu odredivanja
klorogenske kiseline razvile su se razliite instrumentalne tehnike kao $to su kromatografske
(uz primjenu razliCitih detektora), spektrofotometrijske, elektrokemijske tehnike (ciklicka,
diferencijalna pulsna i pravokutnovalna voltametrija). EpidemioloSka istrazivanja pokazala su
moguce pozitivhe ucinke unosa izvora klorogenske kiseline na ljudski organizam kao $to je

antiupalno djelovanje (Higdon i Frei, 2006).

B-glukani su polisaharidi koje mogu proizvesti mnogi prokariotski i eukariotski organizmi.
Predstavljaju biopolimere glukoze, a razli€ite vrste 8-glukana su iz kvasaca, gljiva, algi, plijesni
i Zitarica. Od Zzitarica najCeSc¢i izvori su je€am, zob, pSenica. Sastoje se od jedinica B-D-
glukopiranoze povezane u lance (1—4) i (1—-3) glikozidnim vezama. Glukani dobiveni iz
razliCitih izvora imaju sli¢nu strukturu, ali mala strukturalna razlika utje€e na njihovu biolosku
aktivnost. Prehrambena vlakna su biljna tkiva koja se ne mogu razgraditi u probavnom sustavu
te se B-glukan ubraja u skupinu topivih prehrambenih vlakana, a primjenjuje se u prehrambenoj
industriji u svrhu zgusnjavanja i emulgiranja (Petravié-Tominac i sur., 2010). Takoder, svoju
primjenu pronalaze u kozmeti¢koj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji te u biomedicini i

drugim podrucjima.
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Stoga je zadatak ovog diplomskog rada bio odrediti vrijednost zeta potencijala modela
klorogenske kiselina — 8-glukan, otopine klorogenske kiseline i otopine $-glukana te predvidjeti
najstabilnije ponaSanje modela klorogenska kiselina — [-glukan. Klorogenska kiselina
izabrana je kao jedna od predstavnica hidroksicimetnih kiselina, a B-glukan kao jedan od

predstavnika prehrambenih vlakana.
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2.1. ZETA POTENCIJAL

Interakcije izmedu Cestica kao i izmedu Cestica i medija odreduju strukturu i stabilnost sustava.
Jedan od parametara koji omogucuje promatranje elektriCne interakcije je zeta potencijal

(Cano—Sarmiento i sur., 2018).

Na Slici 1 prikazana je Cestica koja je negativho nabijena. Uz samu povrSinu negativno
nabijene Cestice nalaze se pozitivno nabijeni ioni iz otopine. Najvise se pozitivno nabijenih iona
nalazi uz povrsinu Cestice, a kako raste udaljenost od povrSine tako se izjednacava broj
pozitivno i negativno nabijenih iona. Ova pojava se naziva dvostruki elektri¢ni sloj ili dvosloj
(Piljac, 2010.; Prakash i sur., 2014).

®@ o

Povriinski naboj cestice
(negativan)

@ Sternov sloj @
Difuzni sloj =
5 @ (=)
®
) ®
. . ®
S ....................................... Potencijal povriine
= @ @ v '.' . s Sternov potencijal
m
@ S ........................ .. g potencijal
® ® :

Udaljenost od povriine cestice

Slika 1 Shematski prikaz zeta potencijala (WEB 1)
Potencijal koji se javlja na udaljenosti te plohe smicanja naziva se zeta ({) potencijal.

Stoga, zeta potencijal ({-potencijal) predstavlja elektri¢ni naboj molekula koje su suspendirane
u tekucini. Takoder se naziva elektrokinetiCki potencijal, a mjeri se u milivoltima (mV) (Piljac,
2010; Prakash i sur., 2014).
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Zeta potencijal se ne moze izravno mijeriti te se zbog toga raCuna iz teorijskih modela ili
procjenjuje eksperimentalno, &esto na temelju elektroforetske pokretljivosti. Cestice koje

posjeduju zeta potencijal ¢e putovati prema suprotnoj nabijenoj elektrodi.
IzraCun se temelji na teoriji koju je 1903. opisao Marian Smoluchowski, a vrijedi za bilo koju

koncentraciju ili oblik molekula. Stoga se, zeta potencijal moze definirati Jednadzbom 1:

_ 4moy! (1)
&

¢

gdje je 0 - naboj po jedinici povrsine, x' razmak koji opada porastom koncentracije i valencije
iona. Koncentracija otopine obrnuto je proporcionalna zeta potencijalu. U slu¢aju da je
vrijednost zeta potencijala jednaka nuli tada ne postoji vanjski odnosno Gouy-Chapmanov sloj
(Metikos-Hukovi¢ i Martinez, 2004).

U Tablici 1 prikazano je kako vrijednost zeta potencijala utjeCe na stabilnost i ponasanje
molekula. Stabilnost sustava moZe se pratiti promjenom pH pufera, koncentracije i vrste iona
(Hunter, 1988).

Tablica 1 Stabilnost i ponaSanje molekula u ovisnosti 0 iznosu zeta potencijala

(Prakash i sur., 2014)

0- 5 Brza koagulacija i flokulacija
+10- £30 Pocetna nestabilnost
*30- ¥40 Srednja stabilnost
+40- £60 Dobra stabilnost
Vise od 61 Odli¢na stabilnost

Razumijevanje elektri¢nih svojstava vazno je za razvoj i dizajn proizvoda. Interakcija izmedu
sastojaka hrane utjeCe na strukturu, teksturu, boju i okus prehrambenog proizvoda. Primjena
zeta potencijala ima utjecaj na razvoj novih proizvoda u razli€itim industrijama kao Sto su

prehrambena, farmaceutska, metalna, kemijska industrija (Cano-Sarmiento, 2018).
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2.2. UV/Vis SPEKTROSKOPIJA

UV/Vis spektroskopija je instrumentalna tehnika te se ubraja u spektroskopske metode, a
primjenjuje se u svrhu analize razli€itih uzoraka. Spektroskopske metode temelje se na
mjerenju interakcije izmedu molekula i elektromagnetskog zraenja pri ¢emu molekula
apsorbira ili emitira odredenu koli¢inu zracenja. Provodenjem ove instrumentalne tehnike
dolazi do apsorpcije ultraljubi€astog ili vidljivog zracenja bioloski aktivnih molekula u otopini ili
plinskoj fazi. S obzirom na koli€¢inu apsorbiranog zraenja racuna se koncentracija ispitivane
tvari u uzorku. Vidljivo ili ultraljubi¢asto zraCenje predstavlja energiju koju uzorak apsorbira i
uzrokuje pobudivanje elektrona pri ¢emu oni prelaze iz osnovnog stanja u viSi energetski nivo.
UV i Vis spektrofotometar primjenjuje svjetlost u podruéju valnih duljina od 185 do 400 nm u
ultraljubiCastom dijelu i od 400 do 700 nm u vidljivom dijelu (Slika 2). Snimljeni UV/Vis spektar
predstavlja apsorpciju svjetlosti mjerenu kao funkciju njegove frekvencije ili valne duljine
(Schmid, 2001; Jakobek Barron, 2020).

[ Radio valovi ] [ Mikrovalovi ] [Infracr\fane zrake i [Vidljiva svjetlustJ [ Ultraljubigaste zrakej [K—zrake ] [Gama zrake ]

Valna)‘d;lllj.:a 104 103 1l02 1I01 1' 1'0.| 1I0-2 .|I04 .IIO—A 1.0_5 1'0-6 1I0-7 19-3 1.0-9 1p—10 1.0-" 1.0-12 1p—'3 1.0—14

A VAVAVAVAVAIII |

Frekvencija
T

¥ ) L L] T T L] T T L] L T T L] L] L] T L]
SIHz 105 108 107 10° 10° 10" 10" 10'2 10 10™ 10" 10'® 107 10'® 10" 10%° 10®' 10% 10%

Slika 2 Prikaz elektromagnetskih valova (WEB 2)

Spektrofotometar je uredaj koji se koristi za snimanje spektra elektromagnetskog zraenja. On
daje apsorbanciju kao funkciju valne duljine svjetlosti. Uredaj se sastoji od izvora svjetlosti,
monokromatora (optickih filtera) i detektora. Mjerenje se provodi na sobnoj temperaturi. Uzorak
je u teku¢em stanju, koji se ulijeva u staklene, plasti¢ne (Vis) ili kvarcne kivete (UV). Kivete se
odabiru ovisno o podru€ju mjerenja. lzvor svjetlosti su najceS¢e deuterijeva lampa (emisija
svjetlosti u UV podrucju) i Wolframova nit (vidljivi dio spektra). Princip rada spektrofotometra
je sliedeci: svjetlost prolazi kroz monokromator, razdvaja se prema valnim duljinama uz pomo¢
optiCke reSetke (prizme) te se koliina svjetlosti koja je prosla kroz uzorak, olitava na
detektoru. Detektor sadrzi fotoceliju koja daje elektriéni signal koji se pretvara u apsorbanciju.
Uredaj radi na osnovi mjerenja i raCunanja razlike izmedu intenziteta upadne svjetlosti i

intenziteta svjetlosti koja je prosla kroz uzorak.

Jednadzba 2 prikazuje princip rada spektrofotometra, a predstavljaju Lambert-Beerov zakon:
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A=¢€-c-l (2)

gdje je A apsorbancija na odredenoj valnoj duljini, ¢ mnozinska koncentracija (mol dm3), /
debljina sloja otopine (cm), € molarni apsorpcijski koeficijent (dm?® mol”' cm™). Sto je vedéi broj
molekula koje apsorbiraju zraCenje, veca je i apsorbancija. Na osnovi snimljenog spektra
zakljuCuje se na kojoj valnoj duljini molekula najbolje apsorbira zraCenja (apsorpcijski
maksimum). Nakon izmjerene apsorbancije primjenom Lambert-Beerovog zakona, moze se

odrediti i koncentracija tvari koje se ispituje (Schmid, 2001; Jakobek Barron, 2020).

UV/Vis spektroskopija primjenjuje se za analizu, identifikaciju i kvantifikaciju aktivnih tvari u

hrani, bilikama, farmaceutskim pripravcima, poljoprivrednim i drugim proizvodima.

2.3. KLOROGENSKE KISELINE

Klorogenske kiseline (CGAs) pripadaju skupini polifenolnih spojeva te su esteri
hidroksicimetnih kiselina. One predstavljaju spojeve nastale esterifikacijom (-)-kina kiseline s
hidroksicimetnim kiselinama koje mogu biti kafeinska, p-kumarinska, feruliéna kiselina.
Kemijsku strukturu klorogenskih kiselina €ine jedna ili dvije kateholne skupine s dvije -OH
skupine u ortho- polozaju (Vermerris i Nicholson, 2006). Kemijska struktura najzastupljenijeg

izomera klorogenske kiseline, 5-O-kafeoil-kina kiseline, prikazana je na Slici 3.

OH

OH

HOOC

OH OH
Slika 3 Strukturna formula klorogenske kiseline, 5-O-kafeoil-kina kiselina
Hidroksicimetne kiseline imaju sposobnost da u maloj koncentraciji odgode ili zaustave

oksidacijske procese u biolodkim sustavima. Antioksidansi doniraju svoje elektrone slobodnom

radikalu i tako ga ucine nedostupnim za daljnje reakcije. Slobodni radikali su nestabilne
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molekule koje karakterizira slobodan elektron u vanjskoj valentnoj ljusci te zbog toga teze ulaze

u reakcije s drugim molekulama (Santos-Sanchez i sur., 2019).

Izvori klorogenskih kiselina su namirnice biljnog podrijetla te razli¢iti pripravci od biljnog
materijala kao $to su kava i ¢aj. Prema epidemioloskim istrazivanjima, konzumiranje izvora
klorogenskih kiselina pokazala su mogucu bioloSku i farmakolosku aktivnost, mogucu
antioksidativhu ulogu te moguée antiupalno i antitumorsko djelovanje na ljudski organizam.
Takoder, pojedina epidemiolodka istraZivanja pokazala su mogucu za$tithu ulogu kod
sprjeCavanja nastanka dijabetesa i pretilosti, a povezana su s metabolizmom glukoze. Zatim,
klorogenska kiselina, dobivena iz ekstrakta zelene kave, pokazala je mogucu ucinkovitost u
borbi protiv visokog krvnog tlaka (hipertenzija). Nadalje, klorogenska kiselina moze utjecati na
koncentraciju (snizavati koncentraciju) dusikovog oksida i djelovati opustaju¢e na krve Zile.
Primijecen je i moguci antimikrobni uCinak klorogenske kiseline u obliku konzervansa ili
dodataka hrani te moguci baktericidni u€inak na Stenofrophomonas maltophilia, Klebsiella
pneumoniae, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis i
Staphylococcus aureus i vjerojatno antifungalno djelovanje na stani€nu membranu gljivica,
Candidi albicans (Naveed i sur., 2017; Belkaid i sur., 2006; Thom, 2007; Higdon i Frei, 2006;
Clifford i sur., 2020; Anggreani i Lee, 2017).

U svrhu identifikacije i kvantifikacije klorogenskih kiselina najéeSée se primjenjuju

instrumentalne tehnike kao $to su kromatografija, spektroskopija, elektrokemijske metode.
2.4. PREHRAMBENA VLAKNA

Prehrambena vlakna su dio biljnog materijala, a mogu biti topljiva i netopljiva u vodi. Takoder,
prehrambena vlakna mogu se jos definirati kao jestivi dijelovi biljaka koji su otporni na probavu
i apsorpciju u tankom crijevu te dolazi do potpuno ili samo djelomi¢ne fermentacije u debelom
crijevu (De Vries, 2001). Stoga, topljiva vlakna su pektin, gume, biljni lijepak i ona fermentiraju.
Netopljiva vlakna su celuloza, hemiceluloza, lignin i ona djelomi¢no fermentiraju (Dhingra i
sur., 2012). Unos hrane bogate vlaknima vjerojatno snizava krvni tlak, poboljSava krvnu sliku
i sli¢no. Anaerobnom fermentacijom koju uzrokuju bakterije dolazi do stvaranja plinova (metan,
vodik i ugljikov dioksid) koji mogu uzrokovati osje¢aj napuhnutosti (Othles i Ozgoz, 2014).
Dnevni unos prehrambenih viakana ovisi o dobi, spolu, energetskom unosu i preporukama
(Anderson i sur., 2009). Dijetalna vlakna mogu se odrediti razli€itim instrumentalnim
tehnikama, kao Sto su enzimske, gravimetrijske i enzimsko-kemijske metode (Dhingra i sur.,
2012).
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2.4.1. B-glukan

B-glukani su neprobavljivi polisaharidi koji se javljaju u prirodi u razli¢itim organskim izvorima
kao Sto su Zitarice, kvasci, bakterije, alge. Predstavljaju vazne komponente vlakana koja
sadrZe nerazgranati polisaharidi, a sastoje se od -D-glukopiranozne jedinice povezane preko
(1—4) i (1—3) glikozidne veze u zitaricama i (1—6) glikozidne veze u izvorima gljiva (Slika 4).

Njihova struktura ima utjecaj na topljivost -glukana u vodi.

OH OH OH OH
0O o) o)
HO o L
e m:&a,réu T o
OH OH OH OH

o “n

[-GIcB1 -4GIcp1-4Glcp1 -3-Glc|31-4}'
n

Slika 4 Struktura B-glukana (WEB 3)

Glukani iz zitarica su obi¢no koncentrirani u unutarnjem aleuronu i subaleuronu stjenki stanica
endosperma. Od Zitarica, najve¢a koliCina B-glukana nalazi se u zrnima jeCma i zobi
(Havrlentova i sur., 2011). Glukani iz mikrobioloskih izvora se mogu pronac¢i unutar ili na
povrsini mikrobnih stanica ili se izluCuju izvanstaniéno mikrobnim stanicama u susjedno
okruzenje (Ciecierska i sur., 2019). Prvi put je 1968. godine B-glukan izoliran iz stani¢ne

stjenke kvasca Saccharomyes cerevisiae (Vis i Lorenz, 1996).

U svrhu odredivanja B-glukana najceS¢e se koriste enzimske, kromatografske, enzimsko-

gravimetrijske i ekstrakcije metode (Havrlentova i sur., 2011).

EpidemioloSka istrazivanja pokazala su moguca antibakterijska, antivirusna i
imunomoduliraju¢a svojstva B-glukana iz izvora gljiva, za prevenciju i terapiju u humanoj
medicini (stimulacija makrofaga kroz receptor -glukana smjesteni na njihovim povrsinama).
Nadalje, neki B-glukani iz mikrobioloSkih izvora pokazali su se kao mogucéi stimulansi
imunolo$kog mehanizma te kao moguci antitumorski i antimikrobni zastitnici (Havrlentova i

sur., 2011; Petravi¢-Tominac i sur., 2010).
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3.1. ZADATAK RADA

Zadatak diplomskog rada je bio provesti elektrokinetiCko istrazivanje stabilnosti modela
klorogenske kiseline i 8-glukana, te otopine klorogenske kiseline i otopine (-glukana kroz
razliCite pH vrijednosti pufera i u odredenom vremenskom periodu te snimiti njihove UV/Vis

spektre.

3.2. MATERIJALI | METODE

3.2.1. Priprema otopina

Otopine koridtene u ovom diplomskom radu su klorogenska kiselina, 8-glukan, ultraCista voda,

karbonatni pufer, fosfatni pufer, kalijev klorid i klorovodi¢na kiselina.

Pripremila se otopina klorogenske kiseline masene koncentracije 1900 mg L™ u metanolu,
HPLC Cdistoce te je za elektrokineti¢ko i spektroskopsko istrazivanje razrijedena u slijedeéim
masenim koncentracijama: 25, 50, 75, 100 do 150 mg L. Razrjedenja su se pripremala u

pufer otopinama pH vrijednosti 1,5, 5,5, 7,5 10.

Otopina B-glukana masene koncentracije 190 mg L', a za istraZivanje u ovom diplomskom
radu upotrijebila se masena koncentraciia 5 mg L. Razrjedenja su pripremana u

odgovarajuéim pufer otopinama pH vrijednosti 1,5, 5,5, 7,5 10.

Model otopina pripremljena je od otopine klorogenske kiseline masene koncentracije 25 mg L-
' i otopine B-glukana masene koncentracije 5 mg L™ te je razrijedena u odgovaraju¢im pufer

otopinama pH vrijednosti 1,5, 5,5, 7,5 10.

3.2.2. UV/Vis spektar

Snimanje UV/Vis spektara otopina klorogenske kiseline (25, 50, 75, 100 i 150 mg L") i B-
glukana (5 mg L") te modela klorogenska kiselina (25 mg L") — B-glukan (5 mg L") provedeno
je pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra UV-1280 tvrtke Shimadzu (Slika 5) u podrucju valnih
duljina (A) od 200 do 1100 nm u vremenskom periodu od 0, 1, 2, 5 i 16 sati. UV/Vis spektri

otopina i modela snimani su u razli¢itim puferskim otopinama pH 1,5, 5,5, 7,5 i 10.

12
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Slika 5 Prikaz UV/Vis spektrofotometra (Shimadzu UV-1280)
3.2.3. Zeta potencijal

U ovom diplomskom radu koriSten je uredaj Zetasizer 2000 (Malvern Instruments, Velika
Britanija) (Slika 6) za mjerenje zeta potencijala ispitanih otopina i modela. Zetasizer 2000 je
kompjutorski kontrolirani laboratorijski uredaj za mjerenje zeta potencijala u razli€itim uzorcima
te upotrebljava sofisticiranu lasersku interferometrijsku M3-PALS (fazna analiza rasipanja
svjetlosti) tehniku. Uzorci za analizu injektirani su Spricom u koli€ini najmanje od 5 mL u uredaj
Zetasizer 2000. Mjerenje se provodi na sobnoj temperaturi (25 °C) u tri paralele te se za

izraCun koristi srednja vrijednost.

Zeta potencijal mjerio se u otopinama klorogenske kiseline masene koncentracije (25, 50, 75,
100 i 150 mg L") i u otopini B-glukana (5 mg L") te u modelu klorogenska kiselina (25 mg L)
- B-glukan (5 mg L") u puferskim otopinama pH 1,5, 5,5, 7,5 i 10 u vremenskom periodu od
0,1,2,5i 16 sati.

Slika 6 Uredaja za mjerenje zeta potencijala (Zetasizer 2000)
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4.1. UVIVis SPEKTRI

4.1.1. UV/Vis spektri modela klorogenska kiselina — -glukan
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< 17 pH 5,5
pH 7,5
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Slika 7 UV/Vis spektar modela klorogenske kiseline (25 mg L) i B-glukana (5 mg L") u
nultom satu pri pH 1,5, 5,5, 7,51 10

1,5 -

1 u
——pH 1.5

<
pH 5.5
0,5 _\/ pH7.5
pH 10
o T T T T
250 450 650 850 1050
Anm

Slika 8 UV/Vis spektar modela klorogenske kiseline (25 mg L) i B-glukana (5 mg L") u
prvom satu pri pH 1,5, 5,5, 7,51 10
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Slika 9 UV/Vis spektar modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u

drugom satu pri pH 1,5, 5,5, 7,51 10
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Slika 10 UV/Vis spektar modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u

petom satu pripH 1,5,5,5,7,5i 10
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Slika 11 UV/Vis spektar modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u

4.1.2. UV/Vis spektri otopine klorogenske kiseline

Sesnaestom satu pripH 1,5, 5,5, 7,510
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Slika 12 UV/Vis spektar otopine klorogenske kiseline (25 mg L") pri pH 1,5, 5,5, 7,5 10
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Slika 13 UV/Vis spektar otopine klorogenske kiseline (50 mg L") pri pH 1.5, 5,5, 7,5 10
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Slika 14 UV/Vis spektar otopine klorogenske kiseline (75 mg L") pri pH 1,5, 5,5, 7,5 10
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Slika 15 UV/Vis spektar otopine klorogenske kiseline (100 mg L") pri pH 1,5, 5,5, 7,51 10
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Slika 16 UV/Vis spektar otopine klorogenske kiseline (150 mg L) pri pH 1,5, 5,5, 7,5 10
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Slika 17 UV/Vis spektar B-glukana (5 mg L") pripH 1,5, 5,5, 7,5i 10

2. ZETA POTENCIJAL

Zeta potencijal otopine klorogenske kiseline
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Slika 18 Zeta potencijal otopine klorogenske kiseline (y = 25, 50, 75, 100 150 mg L") u
ovisnostiopH 1,5,5,5,7,5i 10
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4.2.2. Zeta potencijal otopine B-glukana
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Slika 19 Ovisnost zeta potencijal otopine B-glukana (5 mg L") o pH 1,5, 5,5, 7,5i 10

4.2.3. Zeta potencijal modela klorogenska kiselina — 8-glukan
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Slika 20 Zeta potencijal modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u
nultom satu pri pH 1,5, 5,5, 7,51 10
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Slika 21 Zeta potencijal modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u
prvom satu pri pH 1,5,5,5,7,5i 10
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Slika 22 Zeta potencijal modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u
drugom satu pri pH 1,5, 5,5, 7,51 10
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Slika 23 Zeta potencijal modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u
petom satu pripH 1,5,5,5,7,5i 10
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Slika 24 Zeta potencijal modela klorogenske kiseline (25 mg L") i B-glukana (5 mg L") u
Sesnaestom satu pripH 1,5, 5,5, 7,51 10
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U ovom diplomskom radu primijenilo se elektrokinetiCko istrazivanje na ponasanje otopine (-
glukana, otopine klorogenske kiseline i modela klorogenska kiselina — 8-glukan za utvrdivanje

najstabilnijeg oblika modela te su se snimili i njihovih UV/Vis spektri.

UV/Vis spektri otopine B-glukana (y = 5 mg L"), otopina klorogenske kiseline (y = 25, 50, 75,
100 i 150 mg L") i modela klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") snimljeni su
u podrucju valnih duljina (A) od 200 do 1100 nm. Na Slikama od 7 do 17 su prikazani snimljeni
UV/Vis spektri ispitanih otopina. Model klorogenska kiselina (25 mg L) - B-glukan (5 mg L")
pratio se u vremenskom periodu od nultog, prvog, drugog, petog i Sesnaestog sata u pH
vrijednostima od 1,5, 5,5, 7,5 i 10, a snimljeni UV/Vis spektri prikazani su na Slikama 7-11.
Snimljeni UV/Vis spektri modela klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") pokazali
su dva apsorpcijska maksimuma u rasponu valnih duljina od 326 do 362 nm i na valnoj duljini
od 984 nm. Model klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") pri pH 10 u nultom
satu pokazuje apsorpcijski maksimum pri 362 nm, dok od prvog do Seshaestog sata se visina
apsorpcijskog maksimuma smanjuje. U pH 1,5, 5,5 i 7,5 apsorpcijski maksimum modela
klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") je stabilan i nalazi se na 330 nm.
Apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 330 nm odgovara prisustvu hidrokisicimetnih
kiselina odnosno klorogenskoj kiselini, dok apsorpcijski maksimum na 984 nm vjerojatno
odgovara S-glukanu (Belay i Gholap, 2009). Da bi se potvrdili apsorpcijski maksimumi modela
klorogenska kiselina (25 mg L") = B-glukan (5 mg L"), snimljeni su pri istim uvjetima, UV/Vis
spektri otopina klorogenske kiseline masenih koncentracija 25, 50, 75,100 i 150 mg L™ i
otopine B-glukana (5 mg L"). UV/Vis spekiri otopina klorogenske kiseline masenih
koncentracija 25, 50, 75,100 i 150 mg L™ prikazani su na Slikama 12-16 te se uocava jedan
jasno izrazeni apsorpcijski maksimum pri 326 nmu pH 1,5, 5,51 7,5 te na oko 360 nm u pH 10
te pretpik na valnoj duljini od oko 326 nm, $to je uo¢eno i kod modela klorogenska kiselina (25
mg L") — B-glukan (5 mg L"). Belay i Gholap (2009) te Navarra i suradnici (2017) uodili su
apsorpcijski maksimum klorogenske kiseline na oko 326 nm (pretpik 300 nm), kao &to je i
dobiveno u ovom diplomskom radu. Porastom masene koncentracije klorogenske kiseline
poveca se i apsorbancija. Zatim su snimljeni UV/Vis spektri otopine B-glukana (5 mg L™) pri
jednakim uvjetima kao kod modela klorogenska kiselina (25 mg L") — B-glukan (5 mg L) te
su prikazani na Slici 17. Apsorpcijski maksimum otopine B-glukana (5 mg L") u pH 1,5, 5,5,
7,51 10 je pri valnoj duljini od 984 nm te nije uocen utjecaj promjene pH vrijednosti na pomak
apsorpcijskog maksimuma otopine B-glukana (5 mg L") (Wu i sur., 2011). Iz snimljenih UV/Vis
spektara modela klorogenska kiselina (25 mg L") — B-glukan (5 mg L) i otopine B-glukana (5
mg L) moZe se pretpostaviti da valna duljina od 984 nm odgovara prisustvu B-glukana. Na

snimljene UV/Vis spektre modela klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L™),
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razliCite pH vrijednosti pufera i razli€iti vremenski periodi imaju utjecaj na izgled apsorpcijskih

spektara.

Nadalje, ispitan je utjecaj pH, koncentracije i vremenskog perioda na elektriéni parametar, zeta
potencijal, na stabilnost modela klorogenska kiselina (25 mg L") — B-glukan (5 mg L") te na
otopinu B-glukana (5 mg L") i razli¢ite koncentracije klorogenske kiseline. Na Slici 18 prikazan
je graficki prikazi ovisnosti zeta potencijala razliCitih masenih koncentracija otopine
klorogenske kiseline o pH vrijednosti pufera. U kiselom mediju vrijednosti zeta potencijala su
pozitivne i iznose za sve ispitane koncentracije klorogenske kiseline (25, 50, 75,100 i 150 mg
L") od +5 do +10 mV. Zatim u pH 5,5, 7,5 i 10 vrijednost zeta potencijala otopina klorogenske
kiseline (y = 25, 50, 75,100 i 150 mg L") je negativna te su zabiljeZene najnize vrijednosti zeta
potencijala pri pH 10. Raspon vrijednosti zeta potencijala za ispitane masene koncentracije
otopine klorogenske kiseline su od -25 do -35 mV &to prema teorijskim osnovama govori da je
molekula klorogenske kiseline u pH 10 stabilna i nalazi se u anionskom obliku (Salopek i sur.,
1992). Takoder, da bi se potvrdio i usporedio oblik molekule napravljena je simulacija
distribucijskog dijagrama. Distribucijski dijagram prikazan je na Slici 25.
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Slika 25 Distribucijski dijagram otopine klorogenske kiseline (Tomac, 2016)

Iz distribucijskog dijagrama otopine klorogenske kiseline uoava se da su pri pH vrijednostima
3,0 i 4,0 prisutne neutralna molekula klorogenske kiseline i njezin anion, a pri pH vrijednosti
5,0-12,0 anioni CGA" i CGAZ. Anion CGA" nastao je disocijacijom karboksilne skupine
(deprotonizacija) na cikloheksanskom prstenu kina kiseline u strukturi CGA (Janeiro i Brett,
2004). Usporedbom vrijednosti zeta potencijala za otopinu klorogenske kiseline (y = 25, 50,
75,100 i 150 mg L"), distribucijskog dijagrama klorogenske kiseline i mehanizma oksidacije

klorogenske kiseline uo€ava se jednak oblik molekule pri razli¢itim pH vrijednostima.

Nadalje, ispitan je utjecaj pH pufera na vrijednost zeta potencijala otopine 8-glukana, masene
koncentracije 5 mg L' (Slika 19). Iz Slike 19 uocava se linearno opadanje iznosa zeta

potencijala porastom pH vrijednosti te je u kiselom mediju pozitivna vrijednost, a u ostalim pH
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negativna vrijednost. Najnegativniju vrijednost zeta potencijala, ujedno i najviSu vrijednost zeta
potencijala, otopina B-glukana pokazuje u pH 10 (¢ = -35 mV). Jednak iznos zeta potencija
otopine B-glukana dobili su i autori Anusuya i Sathiyabama (2014) iako su oni temeljili svoje
istrazivanje na kreiranju B-glukan nanocestice. Ova vrijednost zeta potencijala otopine (-

glukana govori da je otopina u pH 10 najstabilnija (Upadhyay i sur., 2017).

Dobivene vrijednosti zeta potencijala otopine klorogenske kiseline i 8-glukana usporedile su
se s modelom klorogenska kiselina — B-glukan. Pripremljen je model klorogenska kiselina (25
mg L) - B-glukan (5 mg L"), a stabilnost modela klorogenska kiselina (25 mg L") - 8-glukan
(5 mg L") se pratila kroz promjene u iznosu zeta potencijala u pH 1,5, 5,5, 7,5 i 10 te kroz
vremenski period od nultog do Sesnaestog sata. Na Slikama od 20 do 24 prikazane su
ovisnosti zeta potencijala modela klorogenska kiselina (25 mg L") = B-glukan (5 mg L™"). Model
klorogenska kiselina (25 mg L") — B-glukan (5 mg L") pokazao se najstabilniji u pH 10 jer su
vrijednosti zeta potencijala najvide u tom mediju i iznose od -28 do -30 mV (Metikos-Hukovi¢ i
Martinez, 2000; Piljac, 2010). Vrijednosti zeta potencijala modela klorogenska kiselina (25 mg
L") = B-glukan (5 mg L) su sli¢ne vrijednostima zeta potencijala otopine klorogenske kiseline
i otopine B-glukana. Takoder, utjecaj vremenskog perioda istrazivanja na stabilnost modela
klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") pokazao je da se najviSe promjena zeta
potencijala dogada u prvih pet sati eksperimenta dok u preostalom vremenskom periodu do
Sesnaest sati vrijednost zeta potencijala je bez promjena. Nadalje, drugi sat provodenja
eksperimenta pokazao je najveci iznos zeta potencijala modela klorogenska kiselina (25 mg
L") = B-glukan (5 mg L") koji iznosi -32,9 mV u pH 10 te prema teoriji stabilnosti se pokazao

kao najstabilniji.

Iz provedenog istrazivanja u ovom diplomskog radu moze se zaklju€iti da na UV/Vis spektre i
vrijednost zeta potencijala modela klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") utjece
promjena pH vrijednosti, vrijeme ispitivanja i koncentracija, a oCituje se u izgledu UV/Vis

spektara i iznosu zeta potencijala.
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6. ZAKLJUCAK



Na osnovi ovog diplomskog rada moze se zakljuciti:

Snimljeni UV/Vis spektri modela klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L")
pokazali su dva apsorpcijska maksimuma u rasponu valnih duljina od 326 do 362 nm
te na valnoj duljini od 984 nm. Apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 330 nm
odgovara prisustvu hidroksicimetnih kiselina odnosno klorogenskoj kiselini, dok
apsorpcijski maksimum na 984 nm vjerojatno odgovara prisustvu B-glukana.

UV/Vis spektri otopina klorogenske kiseline masenih koncentracija 25, 50, 75,100 150
mg L' pokazali su jedan jasno izraZeni apsorpcijski maksimum pri 326 nm u pH 1,5-
7,5 te na oko 360 nm u pH 10 te pretpik na valnoj duljini od oko 326 nm, §to je uoCeno
i kod modela klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L).

Apsorpcijski maksimum otopine B-glukana (5 mg L") u pH 1,5-10 je pri valnoj duljini od
984 nm te nije uoCen utjecaj promjene pH vrijednosti na pomak apsorpcijskog
maksimuma otopine B-glukana (5 mg L™").

Raspon vrijednosti zeta potencijala za ispitane masene koncentracije otopine
klorogenske kiseline su od -25 do -35 mV §to govori da je molekula klorogenske
kiseline u pH 10 stabilna i nalazi se u anionskom obliku.

Najnegativniju vrijednost zeta potencijala, ujedno i najviSu vrijednost zeta potencijala,
otopina B-glukana pokazuje u pH 10 ({ = -35 mV).

Model klorogenska kiselina (25 mg L") - B-glukan (5 mg L") pokazao se najstabilniji u
pH 10 jer su vrijednosti zeta potencijala najviSe u tom mediju i iznose od -28 do -30
mV.

Drugi sat provodenja eksperimenta pokazao je najveéi iznos zeta potencijala modela
klorogenska kiselina (25 mg L") — B-glukan (5 mg L") koji iznosi -32,9 mV u pH 10 te
se pokazao za ovaj model kao najstabilniji.

Na UV/Vis spektre i vrijednost zeta potencijala modela klorogenska kiselina — 3-glukan
utjeCe promjena pH vrijednosti, vrijeme ispitivanja i koncentracija, a oCituje se u izgledu

UV/Vis spektara i iznosu zeta potencijala.
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