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1. UVOD



Elektrokineti¢ke pojave sastoje se u tome da se paralelno s granicom dviju faza koje se jedna
prema drugoj relativno gibaju javlja elektri¢no polje odnosno da se u elektricnom polju koji je
paralelan s granicom izmedu faza javlja relativnho gibanje faza jedne prema drugoj. U
elektrokineti¢ke pojave ubrajaju se potencijal strujanja, elektroforetski odnosno sedimentaciji
ili Dornov potencijal, elektroosmoza i elektroforeza. Zeta potencijal ili elektrokineticki
potencijal, {, definira kao potencija na plohi smicanja odnosno jednak je ukupnom padu
napona u difuznom dijelu dvosloja. Vrijednosti zeta potencijala daju informacije 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 kvantitativhu analizu
spojeva. Apsorpcijski spektar daje informacije o spoju kao $to 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 B-1,3-glikozidnim vezama ili B-1,4-glikozidnim vezama (Lazaridou i Biliaderis, 2007).
Ubraja se u skupinu prehrambenih vlakana. Izvor B-glukana su Zitarice kao Sto su zob, jeCam,

zatim gljive, biljke.

Rutin je bioflavonoid, flavonol odnosno kvercetin s hidroksilnom grupom na C-3 atomu
supstituiranim sa Secernim jedinicama glukoze i ramnoze. Polifenol je koji se nalazi u biljkama

i posjeduje zastitni u¢inak na ljudski organizam.

Stoga je zadatak ovog diplomskog rada bio odrediti zeta potencijal otopine rutina, otopine
beta-glukana i modela rutina i beta-glukana kroz razliciti koncentracijski raspon, a s ciljem
odredivanja najstabilnijeg ponasanja modela rutina i beta-glukana pri razli¢itim pH

vrijednostima.



2. TEORUSKI DIO



2.1. BETA GLUKAN

B-glukan je dugolancani polisaharid izgraden od vise jedinica glukoze, koje su medusobno
povezane B-1,3-glikozidnim vezama ili B-1,4-glikozidnim vezama, a prikazan je na Slici 1
(Lazaridou i Biliaderis, 2007). Kemijski je spoj koji pripada skupini prehrambenih vlakana.
Prehrambena vlakna su velika skupina spojeva koja se ne probavljaju niti apsorbiraju u tankom

crijevu dok u debelom crijevu moze doci do djelomicne ili potpune fermentacije.
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Slika 1 Struktura B-glukana

Zitarice kao §to su jeam, zob, pdenica, najveéi su izvor B-glukana koji se nalazi u vanjskom
omotacu zrnaito u njegovom aleuronskom i subaleuronskom sloju. Prema sadrzaju B-glukana,
je€am sadrzi od 5 do 11 %, zob od 3 do 7 % i pSenica 1 % (Bai i sur., 2019). Osim u Zitaricama,
B-glukan se nalazi u gljivama, kao 3to su Reisi gljiva, Maitake gljiva, Antrodia gljiva i Siitake
gljiva. Takoder, B-glukan je prisutan i u pivskom kvascu, Seéernoj trsci, razi, kukuruzu, u nekim

bakterijama, algama i plijesnima (Krpan, 2010; Mason, 2001).



B-glukan ulazi u interakcije s polifenolima za koje je vazna je kemijska struktura polifenola,
temperatura i pH vrijednost. Hidroksilacija poboljSava adsorpciju flavonola koji sadrzi
maksimalno tri hidroksilne skupine, ako flavonoli sadrze Cetiri ili vise hidroksilnih skupina tada

se adsorpcija flavonola na B-glukan smanjuje (Wang i sur., 2013).

Primjena B-glukana je u podrucju biomedicine, farmacije, prehrambene i kozmeticke
industrije. U prehrambenoj industriji koristi se kao zgusnjiva¢, emulgator te nadomjestak za
masti (Krpan, 2010). Takoder, nalazi se i u gotovim proizvodima od Zitarica kao $to su Zitarice
za dorucak, pekarski proizvodi, mlije€ni proizvodi, mesni proizvodi, deserti, umaci, napitci i
slicno (Havrlentovaisur., 2011). Epidemioloska istrazivanja utjecaja B-glukana na zdravlje ljudi
pokazala su pozitivan antibakterijski, antitumorski, imunoloski, radioprotektivni utjecaj (Bai i

sur., 2019; Petravi¢-Tominac, 2010).

2.2. RUTIN

Rutin je jedan od najaktivnijih bioloskih flavonoida poznat i kao vitamin P, a smatra se
aktivirajué¢im faktorom za vitamin C. Rutin se moze pronaci i po drugim imenima, kao Sto su
rutinozid ili kvercetin-3-rutinozid. Ime rutin potjece od biljke Ruta graveolens u kojoj prema

sadrzaju polifenola, prevladava (Patel, 2019). Na Slici 2 prikazana je kemijska struktura rutina.

Slika 2 Struktura rutina



Rutin je flavonoid koji se nalazi u agrumima, heljdi, jabukama, zelenom ¢aju, mrkvi, grozdu,
listu lipe i eukaliptusa te u razli¢itom bobicastom voéu (Patel, 2019). Uloga rutina u biljkama
je prijenosa kationa i opskrba hranjivim tvarima iz tla. U ljudskom organizmu, rutin djeluje tako
da vezZe ione Zeljeza (Fe?*) te time sprjecava vezanje (Fe?*) iona s vodikovim peroksidom koje

bi dovelo do nastanka slobodnih radikala odnosno do nastanka oboljenja (Patel, 2019).

Odredivanje rutina najceSc¢e se provodi primjenom tekudinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC), spektrofotometrijskim metodama (UV/VIS, FTIR, MS, NMR), kapilarnom

elektroforezom, primjenom elektrokemijskih tehnika i slicno (Ghica i Brett, 2004).

Epidemioloska istraZivanja su pokazala da rutin ima pozitivan utjecaj na mikrobnu ravnotezu
organizma, protuupalnu, antitumorsku i antibakterijsku zastitu (Ghica i Brett, 2004;

Ganeshpurkar i Saluja, 2016; Jakobek i Mati¢, 2018).

Mehanizam djelovanja rutina u interakciji s prehrambenim vlaknima nije u cijelosti razjasnjen.
Rutin u kombinaciji s prehrambenim vlaknima se moZze konzumirati kao dio obroka te obje
komponente hrane dolaze do debelog crijeva, gdje ih bakterije gastrointestinalnog trakta
razgraduju u bioaktivne spojeve (fenolne kiseline i kratkolan¢ane masne kiseline). Prema
Mansoorian i suradnicima (2014) prehrambena vlakna inhibiraju oslobadanje fenolnih kiselina

iz rutina Sto je povezano s mehanizmom fermentacije.

U prehrambenoj industriji rutin se koristi kao konzervans, bojilo, stabilizator, antioksidans, UV
upijac. Pri proizvodnji voénih sokova, gdje zajedno s antocijanima poboljSava stabilnost boje
vocénog soka tijekom skladistenja. Osim u prehrambenoj industriji, primjena rutina je i u
kemijskoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Neupotrebljeni dijelovi jestivih biljaka mogu
sadrzZavati znacajnu koli¢inu rutina te se moZe upotrijebiti za proizvodnju ekstrakata rutina koji
se mogu koristiti kao sastojak funkcionalne hrane, lijekova i dodataka prehrani (Frutos i sur.,

2019).
2.3. ZETA POTENCIAL
Elektrokineti¢ke pojave sastoje se u tome da se paralelno s granicom dviju faza koje se jedna

prema drugoj relativno gibaju javlja elektri¢no polje odnosno da se u elektricnom polju koji je

paralelan s granicom izmedu faza javlja relativno gibanje faza jedne prema drugo;j.



Potencijal strujanja, elektroforetski odnosno sedimentacijski ili Dornov potencijal zatim

elektroosmoza i elektroforeza ubrajaju se u elektrokineticke efekte.

Potencijal strujanja definira se kao razlika potencijala izmedu krajeva uske cijevi kroz koju struji
elektrolit. Strujanje tekuée faze preko povrSine cvrste (krute) faze s formiranjem

elektrokemijskog dvosloja rezultira nastankom elektri¢nog polja paralelnog smjeru strujanja.

Elektroforetski potencijal naziva se joS sedimentacijski potencijal ili Dornov potencijal te se
definira kao razlika potencijala koji nastaje uslijed gibanja suspendiranih ¢vrstih Cestica kroz
tekuéu 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

elektricnog polja tekuéa faza giba preko ¢vrste povrsine.

Elektroforeza predstavlja putovanje Cestica pod utjecajem elektricnog polja uspostavljenog
duZ mirujuceg tekuceg medija u koji su suspendirane Cvrste Cestice, rezultira nastajanjem
dvosloja i mehanicke sile koja uzrokuje ovo gibanje (Jakobek Barron, 2017; Metikos-Hukovié i

Martinez, 2000; Piljac, 2006).

Zeta potencijal naziva se jo$ elektrokineticki potencijal i oznacava se grékim simbolom T te se
definira kao potencija 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 ¢&vrstu povrsinu, a visak naboja
neutraliziran je difuznim slojem iona suprotnog naboja u elektrolitu. Medutim, elektrokemijski
dvosloj moZe nastati i kao posljedica adsorpcije iona nastalih slabom elektrolitickom

disocijacijom ili zbog orijentacije dipola polarnih molekula tekuéeg medija uz €vrstu povrsinu
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Slika 3 Prikaz elektricnog dvosloja
(web 1)



Na Slici 3 je prikazan elektricni dvosloj (a) Helmholtz, (b) Gouy-Chapman i (c) Stern. Kod
Sternovog modela nastanka elektrokemijskog dvosloja neposredno uz povrsinu ¢vrste faze
nalazi se Helmholtzov ili Sternov sloj iona koje ¢vrsto uz povrsinu drze elektrostatic¢ke priviaéne
sile i specificne adsorpcijske sile (Van der Waalsovo medudjelovanje i kemijske veze). Debljina
tog sloja u kojem je razlika potencijala prema ¢vrstoj povrsini naglo linearno 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 u konacénici oblikuju
difuznu atmosferu s nabojem suprotnim naboju elektrodne povrsine. Pri relativnom gibanju
tekuéine uz Cvrstu povrSinu Sternov sloj i dio Gouy-Chapmanova sloja ostaju relativno
nepomicni na povrsini te se unutar Gouy-Chapamnova sloja javlja ploha smicanja molekula
koja struji u odnosu na nepomicne molekule, Sto predstavlja zeta potencijal. Opcenito
elektrokineticke pojave ukljucujudi i zeta potencijal ovise o debljini tog dvosloja i prikazan je

Jednadzbom 1

EEQRT
L= (ZCo(I)ﬂzZ)l/2 W

gdje su:

L — debljina dvosloja (m),

Co — koncentracija iona (mol m3),

F- Faradayeva konstanta (96500 C mol),

R — op¢a plinska konstanta (8,314 J mol* K1),

T —termodinamicka temperatura (K),

z — oksidacijski stupanj iona,

€ — dielektri¢na konstanta materijala izmedu slojeva naboja i
€0 — dielektri¢na konstanta vakuuma (8,85 - 102 F m™).

Iz JednadZzbe 1 se uocCava da je debljina dvosloja obrnuto proporcionalna korijenu

koncentracije te ¢e se jasniji utjecaj elektrokinetickih pojava uociti kod razrijedenih otopina.

Buduéi da se zeta potencijal moze definirati kao potencijal na plohi smicanja tada zeta

potencijal opisuje Jednadzba 2



4oyt (2)
- £
gdje je o naboj po jedinici povr$ine. Razmak x* opada porastom koncentracije i valencije iona
te s opadanjem udaljenosti x ! i specifi¢tnog naboja o opada i zeta potencijal. Sto objanjava da
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 specificno adsorbiraju na ¢vrstoj povrsSini i porastom koncentracije
elektrolita javlja se zeta potencijal suprotnog predznaka (Jakobek Barron, 2017; Metikos

Hukovi¢ i Martinez, 2000; Piljac, 2006).

Raspon vrijednosti zeta potencijala za neki prehrambeni sustav je od -200 do 200 mV.
Opcenito prihvacen uvjet za raspodjelu stabilnih odnosno nestabilnih sustava je sljedeci: +0-
10 vrlo nestabilan sustav, +10-20 relativno stabilan, £20-30 umjereno stabilan i £30 mV vrlo
stabilan (Cano-Sarmiento i sur., 2018). Ove vrijednosti zeta potencijala daju informacije o
stabilnosti sustava odnosno zeta potencijal se moZe primijeniti na prac¢enje naboja povrsine,
kao pokazatelj interakcije izmedu otopljenih tvari sadrzanih u vodenoj otopini i ¢vrste povrsine

(Luxbacher isur., 2016).
2.4. UV-VIS SPEKTROFOTOMETRUA

UV-Vis spektrofotometrija je metoda koja se koristi za kvalitativnu i kvantitativhu analizu
spojeva. UV-VIS spektrofotometrija proucava interakcije elektromagnetskog zracenja i
molekula pomocu karakteristicnog apsorpcijskog spektra. UV podruéje obuhvaca 100 do 380
nm, VIS podrucje obuhvaéa 380 do 800 nm. Organske molekule apsorbiraju u ultraljubi¢astom
i vidljivom podrucju sto omogucava njihovu kvantitativnu analizu. Odabir valne duljine, vazan
je pri kvantitativnoj analizi. Mjerenje se uglavnom provodi u apsorpcijskom maksimumu. Bira
se valna duljina pri kojoj nema interferencija od drugih tvari koje su prisutne u uzorku, moguce
je primijeniti bilo koju valnu duljinu na koju spoj apsorbira ali je najbolje odabrati onu koja ima
najstrmiju bazdarnu krivulju. Nakon toga, mjeri se nekoliko razli¢itih koncentracija tvari.
Koncentracija tvari prikazuje se u ovisnosti o apsorbanciji, A na odabranoj valnoj duljini pri
¢emu se dobije kalibracijska krivulja ili pravac. Prilikom kvalitativne analize UV-VIS spektri ne
pokazuju dovoljno finu strukturu pa se koriste zajedno sa podatcima dobivenih od masenih

spektara, IR spektara ili NMR (Jakobek, 2017).



Spektrofotometar je instrument pomodu kojeg se provodi UV-Vis spektrofotometrija, a Cine
ga izvor zraCenja odnosno volframova (vidljivi dio spektra) ili deuterijeva Zarulja (ultraljubicasti
dio spektra). Elektromagnetsko zracenje prolazi kroz sektor valnih duljina, svjetlost prolazi
kroz kivetu s uzorkom te dolazi do interakcije Cestica uzorka i zracenja. Zracenje potom prolazi

do detektora. Detektor zracenje prevodi u signal te ga procesor signala zapisuje kao spektar.

Spektrofotometrijska tehnika je precizna, to€na, jednostavna i selektivna. Organske
komponente i prijelazni metali su Cestice koje se ovom metodom najéesce analiziraju jer se
apsorbiraju u vidljivom ili ultraljubi¢astom djelu zracenja, ali osim njih Cestice koje se ne
apsorbiraju u ovom podrucju se mogu prevesti u derivate koji su pogodni za analizu pomocu
ove tehnike. Selektivnost metode dobiva se odabirom valnih duljina upadne svjetlosti koje ¢e
apsorbirati samo Zeljena komponenta iz uzorka ¢ime se omogucava proucavanje u smjesi bez
da se komponenta izolira iz nje. UV-VIS spektroskopija svakodnevno se koristi u kemiji,
biokemiji i farmaciji, a primjenjuje se u kontroli kvalitete, razvoju lijekova i analitici te u kinetici
i kromatografiji, gdje se mjerenje UV-VIS spektra u vremenu mozZe upotrijebiti za pracenje

odvijanja procesa u nekom vremenskom periodu.

UV- VIS spektar (apsorpcijski spektar) daje odredene informacije o spoju kao Sto su vrste
funkcionalnih skupina u molekuli. Koristi se kao pomo¢ u identifikaciji, ali se za potpunu
identifikaciju treba upotrijebiti neka druga tehnika (IR,MS). Na UV-VIS spektre veliki utjecaj
imaju otapala te se koriste ona otapala koja ne apsorbiraju u UV-VIS podrucju, kao sto su

heksan, etanol, voda, CH,Cl; i slicho (Jakobek, 2017).



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK RADA

- odrediti zeta-potencijal: a) otopine rutina,

b) otopine beta-glukana,

c) modela rutina i beta glukana
kroz razli¢iti koncentracijski raspon i

- odrediti najstabilnije ponasanje modela rutina i beta-glukana pri razli¢itim pH vrijednostima.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. KEMIKALUE

Rutin, B-glukan, fosfatne soli, karbonatne soli, HCI, KCI, destilirana voda
3.2.2. PRIPREMA OTOPINA

Pripremila se otopina rutina koncentracije 6660 mg/L u 100% metanolu. Radne koncentracije
rutina bile su u rasponu od 25 do 150 mg L%, a pripremale su se razrjedenjem u odgovarajucoj
otopini pufera. Upotrijebljeni puferi bili su fosfatni pufer pH vrijednosti 5,5 i 7,5, zatim
karbonatni-bikarbonatni pufer pH vrijednosti 10 i HCI-KCI pH vrijednosti 1,5. Svi puferi bili su

koncentracije 0,1 mol L.

Otopina B-glukana, koncentracije 190 mgL?, pripremljena je u ultradistoj vodi. Upotrijebljena

koncentracija otopine B-glukana za provodenje ispitivanja u ovom radu bila je 5 mgL™.
3.2.3. UV-Vis SPEKTAR

UV-1280 spektrofotometar tvrtke Shimadzu, koristio se za snimanje UV-Vis spektara
pripremljenih otopina rutina i beta-glukana u rasponu valnih duljina od 270 nm do 800 nm

(Slika 4).



Slika 4 Spektrofotometar UV-1280

3.2.4. ZETA POTENCUAL

Odredivanje zeta potencijala provedeno je na uredaju Zetasizer 2000 (Malvern Instrument) na
sobnoj temperaturi od 25 °C u kapilarnoj protoc¢noj celiji (Slika 5). Broj ponavljanja mjerenja
uzoraka bio je 3 puta. Vrijednosti zeta potencijala dobivene su pomocu Helmholtz-
Smoluchowski relacije prikazane Jednadzbom 3:
_knak (3)
o€ AP

gdje su AE potencijal strujanja; AP razlika u hidrodinami¢kom tlaku; n viskoznost otopine;
€,€0,k dielektri¢na konstanta otopine, propusnost vakuuma i vodljivost otopine (Susanto i sur.,

2009).

Slika 5 Uredaj za odredivanje zeta potencijala
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4. REZULTATI



4.1. APSORPCISKI SPEKTRI MODELA RUTINA | B-GLUKANA

Rutin 25 mg L't + B-glukan 5 mg L?
pH 1,5

4,5
3,5

2,5 e | 1

1,5 5h

16 h
0,5

0

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A/ nm

Slika 6 Apsorpcijski spektri rutina (y = 25 mg L) i B-glukana (y=5mg L) kroz1,2,5,i16 hu

pH 1,5
Rutin 25 mglL + B-glukan 5 mg L
pH 5.5
4,5
4
3,5 Fq
3
2,5 = 1h
<
2 ——2h
1,5 e 51
e 16h
1
0,5
0
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A/nm

Slika 7 Apsorpcijski spektri rutina (y = 25 mg L) i B-glukana (y=5mg L) kroz1,2,5,i16 hu
pH 5,5
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Rutin 25 mg/L + B-glukan 5 mg L
pH7.5

4,5
3,5
2,5 —1h
1,5 ——5h

1 = ]6h
0,5

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A/ nm

Slika 8 Apsorpcijski spektri rutina (y = 25 mg L) i B-glukana (y=5mg L) kroz1,2,5,i16 hu
pH 7,5

Rutin 25 mg/L + B-glukan 5 mg/L
pH 10
45
4
3,5
3
2,5 e 1h
<
2 ——2h
1,5 5h
1
= 16h
0,5 e
\
0
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A/nm

Slika 9 Apsorpcijski spektri rutina (y = 25 mg L) i B-glukana (y=5mg L) kroz1,2,5,i16 hu
pH 10
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4.2. ZETA POTENCIJAL OTOPINE RUTINA

Rutin
pH 1.5
10 -
9 4
8 .
7 -
s 6]
£ 51
> 4
3 .
2 .
1 .
O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
v/(mgL?)

Slika 10 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o masenoj koncentraciji u pH 1,5

Rutin
pH 5.5

0 T T T T T T T 1
J) 20 40 60 80 100 120 140 160

Y(mv)

-10 -

12 -

-14 -

v/(mg/L)

Slika 11 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o masenoj koncentraciji u pH 5,5

13



Rutin
pH 7.5

2 0 20 40 60

v/(mg/L)

Slika 12 Zeta potencijal otopiner utina u ovisnosti o masenoj koncentraciji u pH 7,5

Rutin
pH 10
7 -
6 .
5 .
S
E
53
2 -
1 .
0 . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

v/(mg/L)

Slika 13 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o masenoj koncentraciji u pH 10
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Rutin 25 mg/L
10 -

Y/ (mV)

pH

Slika 14 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o pH pri koncentraciji 25 mg L*

Rutin 50 mg/L

¢/(mv)

pH

Slika 15 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o pH pri koncentraciji 50 mg L



Rutin 75 mg/L

8 -
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Slika 16 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o pH pri koncentraciji 75 mg L*

Rutin 100 mg/L
10 -

Y/ (mv)

-10 -

pH

Slika 17 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o pH pri koncentraciji 100 mg L?
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Rutin 150 mg/L
10 ~
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Slika 18 Zeta potencijal otopine rutina u ovisnosti o pH pri koncentraciji 150 mg L

4.3. ZETA POTENCIJAL OTOPINE B-GLUKANA

B-glukan 5 mg/L

10 12

Y(mv)
-

pH

Slika 19 Zeta potencijal otopine B-glukana u ovisnosti o pH pri koncentraciji 5 mg L
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4.4. ZETA POTENCIJAL MODELA RUTINA | B-GLUKANA

Tablica 1 Ovisnost zeta potencijala modela rutina (25 mg L) i B-glukana (5 mg L) kroz

vrijeme u ovisnosti o pH vrijednosti

t/h pH mVv
1,5 6,6
5,5 -16,2
1
7,5 -5,6
10 -26,7
1,5 5
5,5 -8,5
2
7,5 -5,7
10 -26,6
1,5 5
5,5 -9,6
5
7,5 -6,5
10 -14,6
1,5 4.4
55 -1,4
16
7,5 -4.4
10 -20,1




Tablica 2 Ovisnost zeta potencijala modela rutina i B-glukana (5 mg L) po koncentraciji u

pocetnom vremenu pri pH 1,5

v/ mglL? mv o
25 8,6 8,6+1,39
50 8,4 8,4+1,49
75 8,4 8,4+1,49
100 6,8 6,8+1,46
150 7,8 7,8+1,47
Rutin + B-glukan
pH 1.5
10 -
8 T ' v
£ 6
S
2 .
O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
v/(mg/L)

Slika 20 Zeta potencijal modela rutina (25 mg L) i B-glukana (5 mg L'!) u ovisnosti o masenoj

koncentraciji u pH 1,5
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Tablica 3 Ovisnost zeta potencijala modela rutina i B-glukana (5 mg L'!) po koncentraciji u

pocetnom vremenu pri pH 5.5

v/ mglL? mVv o
25 -3,9 3,941,99
50 -2,7 -2,712,05
75 -3,4 -3,41+2,01
100 -6,7 -6,71+2,02
150 -4,3 -4,341,98

Rutin + B-glukan
pH 5.5
O T T T T T T T 1
1 J) 20 40 60 80 100 120 140 160
_2 .
— -3 T
S
Ea
S
_6 .
-7 4
_8 J
v/(mg/L)

Slika 21 Zeta potencijal modela rutina i B-glukana (5 mg L'!) u ovisnosti 0 masenoj

koncentraciji u pH 5,5
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Tablica 4 Ovisnost zeta potencijala modela rutina i B-glukana (5 mg L?) po koncentraciji u

pocetnom vremenu pri pH 7,5

y/mglL?! Ymv o
25 -6,1 -6,1+3,00
50 -10 -10£3,00
75 -9 -942,97
100 -13,5 -13,543,25
150 -9,7 -9,7+2,99

Rutin + B-glukan
pH 7.5

O T T T T T T T 1

2 J) 20 40 60 80 100 120 140 160

4 -
S -6 1
£
S ¥

-10 -

12 -

14 -

-16 -

v/(mg/L)

Slika 22 Zeta potencijal modela rutina i B-glukana (5 mg L'!) u ovisnosti o masenoj

koncentraciji u pH 7,5
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Tablica 5 Ovisnost zeta potencijala modela rutina i B-glukana (5 mg L'!) po koncentraciji u

pocetnom vremenu pri pH 10

v/ mglL? mv o
25 2,7 2,7%3,00
50 -0,5 -0,5+2,84
75 -6,8 -6,813,16
100 -2 -2+2,85
150 -1,4 -1,4142,84

Rutin + B-glukan
pH 10

4 -

2 - \

O T T T T T T T 1
%‘ , 20 40 60 80 100 120 140 4 160
>

4

_6 .

_8 J

v/(mg/L)

Slika 23 Zeta potencijal modela rutina i B-glukana (5 mg L) u ovisnosti o masenoj

koncentraciji u pH 10



5. RASPRAVA



U ovom radu istraZeni su apsorpcijski spektri rutina, B-glukana i modela rutina i B-glukana u
podrucju valnih duljina od 270 do 800 nm primjenom UV-Vis spektrofotometrije. Apsorpcijski
spektar predstavlja graficki prikaz neke funkcije slabljenja osnovnog snopa zracenja u ovisnosti
o promjeni valne duljine, frekvencije ili valnog broja. Apsorpcijski spektri dobiveni u ovom
istrazivanju prikazani su na Slikama od 6 do 9. Na Slikama 6-9 prikazani su apsorpcijski spektri
modela rutina (25 mg L) i B-glukana (5 mg L) pri pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5 i 10 snimljeni
tijekom 1, 2, 5i 16 sata. Iz grafi¢kih prikaza uocavaju se maksimumi apsorbancije pri valnoj
duljini od 200 do 245 nm i pri rasponu valnih duljina 350-400 nm prisutnim tijekom cijelog
snimanog vremenskog perioda. Slicne apsorpcijske spektre rutina dobili su Friedman i Jirgens
(2000) koji su ispitivali apsorpcijske spektre u neutralnoj i luZnatoj sredini, ali ne tijekom
vremenskog perioda. Snimljeni apsorpcijski spektri prikazuju ovisnost o razli¢itim pH
vrijednostima i kemijskoj strukturi rutina i B-glukana te se uocava stabilnost apsorpcijskih
spektara tijekom ispitanog vremenskog perioda. Medutim, pri pH vrijednostima 5,5 i 10
uocava se opadanje apsorbancije pri valnoj duljini od oko 350 nm u 16 satu ispitivanja.
Dobiveni apsorpcijski spektri u skladu su s literaturnim navodima autora Friedman i Jirgens
(2000) odnosno prisustvo dva maksimuma pri nizim valnim duljinama (200-380 nm) odgovara
polifenolnim spojevima odnosno B-prstenu, dok na visSim valnim duljinama C-prstenu
molekule. Sto znaci da priroda otapala, zatim elektron donorske i elektron akceptorske grupe
iz molekule utjecu na izgled apsorpcijskog spektra, odnosno apsorpcijski spektar pokazuje broj
apsorpcijskih vrpci odgovornih za strukturne skupine u molekuli (Vermerris i Nicholson, 2006.;

Skoog i sur., 2016).

Zatim je ispitan utjecaj pH vrijednosti, vremena i koncentracije rutina na zeta potencijal. Zeta
potencijal se mijenja kako se javljaju promjene u ispitivanoj otopini, Sto znaci da je mjerenje
zeta potencijala moguce za pracenje promjena koje se odvijaju u otopinama te je poznavanje
zeta potencijala vazno za kontrolu pojedinih procesa (Salopek i sur., 1992). Primijeéen je
utjecaj pH vrijednosti, zatim interakcija izmedu iona vode i hidrofobne povrsine na iznos zeta

potencijala.

Na Slikama 10-13 prikazana je graficka ovisnost zeta potencijala rutina koncentracije 25, 50,
75, 100 150 mg L'! u pH vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5 i 10. Iz grafickih prikaza uocava se da pri

pH 1,5 vrijednosti zeta potencijala za sve ispitane koncentracije su pozitivne i iznosa od 6,3 do
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9,2 mV odnosno poveéanjem koncentracije otopine rutina u pufer otopini pH 1,5 iznos zeta
potencijala je stabilan. Zatim u pufer otopini vrijednosti 5,5 uofava se negativan iznos zeta
potencijala promjenom koncentracije, najnegativniju vrijednost zeta potencijala u iznosu od -
11,9 mV pokazuje koncentracija od 100 mg L* (Slika 11). U neutralnom podruéju pH vrijednosti
pufera 7,5 koncentracije rutina (25, oko 80 i 150 mg L) postiZu izoelektri¢nu tocku, dok u
puferu pH vrijednosti 10 samo pri koncentraciji od 150 mg L. Prema grafi¢kim prikazima moze
se zakljuciti da promjena koncentracije otopine rutina i pH vrijednosti pufera utje¢e na
promjenu iznosa zeta potencijala odnosno utje¢e na stabilnost otopine te je povezano s
kemijskom strukturom rutina. Promjena stabilnosti otopine vjerojatno je povezana sa
strukturalnim transformacijama molekule rutina koja je do pH vrijednosti 6 neutralna
molekula, a poveéanjem pH vrijednosti molekula rutina prelazi iz neutralnog oblika u anionski

Sto je vidljivo i iz distribucijskog dijagrama prikazanog Slikom 24 (Mielczarek, 2005).

1,00

0,80
0,60 -
=

0,40 -

0,20

0,00 I I I I 1 ! ! 1 1 1
0,0 1,0 20 30 40 50 6,0 7,0 80 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0
pH

Slika 24 Distribucijski dijagram rutina

Pri svim ispitanim koncentracijama rutina od 25 do 150 mg L' uoava se najvedi pad iznosa
zeta potencijala pri pH vrijednosti oko 5,5 te taj iznos zeta potencijala opada porastom
koncentracije kako slijedi oko -2, oko -4, oko -6 i oko -10 mV (Slike 14-18). Ova pojava takoder
se mozZe opisati disocijacijom molekule rutina pri razli¢itim pH vrijednostima $to pokazuje
ovisnost promjene pH vrijednosti i koncentracije rutina o kemijskoj strukturi molekule

(Mielczarek, 2005).
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Nadalje, ispitan je utjecaj molekule B-glukana na razlicite pufer otopine pH vrijednosti 1,5; 5,5;
7,510 (Slika 19). 1z grafickog prikaza na Slici 19 uocava se pozitivna vrijednost zeta potencijala
(5-6 mV) molekule B-glukana pri pH 1,5 i 10, dok negativna vrijednost (-9 do -10 mV) pri pH

5,5i7,5.1zoelektri¢na to¢ka molekule B-glukana postigla se u pH vrijednosti 3,2.

Jedan od ciljeva ovog diplomskog rada bio je pronadi najstabilniji model rutina i molekule -
glukana. Ispitan je utjecaj pH vrijednosti na model rutina koncentracije 25, 50,75, 100 i 150
mg L i molekule B-glukana (5 mg L?), a prikazano je na grafickom prikazu Slika 20-23. |z
grafickih prikaza (Slika 20-23) i iz Tablica 2-5 uocava se da je zeta potencijal pozitivne
vrijednosti u kiselom mediju dok oko neutralnog medija i u neutralnom mediju je negativne
vrijednosti, a u izrazito luznatom mediju je i pozitivne i negativne vrijednosti. Za ispitivanje
stabilnosti modela rutina i molekule B-glukana (5 mg L) izabrana je koncentracija rutina od
25 mg L7 jer je prema literaturi pracenje zeta potencijala izraZenije u otopinama niske
koncentracije (web 2). U Tablici 1 prikazano je pradenje stabilnosti modela rutina (25 mg L) i
molekule B-glukana (5 mg L) u ovisnosti o pH vrijednosti kroz vremenski period od 1, 2, 5 i
16h. Sto je niza pH vrijednost, zeta potencijal je pozitivniji te je ovo ponasanje u skladu s
teorijskim osnovama o zeta potencijalu (Metikos-Hukovi¢ i Martinez, 2004). Najstabilniji
model modela rutina (25mg L) i molekule B-glukana (5 mg L'!) pokazao se u pufer otopini pH
10 kada su vrijednosti zeta potencijala do -30 mV S$to prema kriterijima stabilnosti govori o
dobroj elektri¢noj stabilnosti modela. Takoder, negativna vrijednost zeta potencijala pri pH 10
kroz ispitani vremenski period govori da je najstabilniji model rutina (25mg L) i molekule B-
glukana (5 mg L) u obliku aniona. Izoelektri¢na to¢ka odnosno neutralna molekula modela
rutina (25mg L) i molekule B-glukana (5 mg L) je u prvom satu istraZivanja iznosila pH 2,5, u

drugom i petom satu pH 2,8 i u Sesnaestom satu ispitivanja pH 4,5.

Zeta potencijal je vazan parametar pri karakterizaciji povrsine makromolekule kao $to je
ispitani model rutina i B-glukana. Dobivene relativno niske vrijednosti zeta potencijala u ovom
istraZivanju mogu se povezati s adsorpcijom vode ili aniona na povrSinu makromolekule
odnosno disocijacijom adsorbirane vode ili disocijacije odredenih molekulskih skupina. Do
danas, u literaturnim podacima prisutni su kontradiktorni rezultati vezani za istraZivanje zeta
potencijala na vlaknima u vodenom mediju, medutim sva istraZivanja su potvrdila da je

prisutna ionsko-molekulska interakcija (Jacobasch i sur., 1985).
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6. ZAKLJUCAK



Na osnovi provedenih istraZivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e B-glukan je prehrambeno vlakno, dugolancani polisaharid u kojem su jedinice glukoze
povezane B-1,3 ili B-1,4-glikozidnom vezom

e rutin je flavonoid koji posjeduje znacajan pozitivan bioloski u¢inak na ljudski organizam

e Ispitani apsorpcijski spektri modela rutina (25 mg L?) i B-glukana (5 mg L) pri pH
vrijednostima 1,5; 5,5; 7,5 i 10 snimljeni tijekom 1, 2, 5 i 16 sata pokazuju maksimume
apsorbancije pri valnim duljinama od 200 do 245 nm i pri rasponu valnih duljina 350-400
nm.

e Apsorpcijski spektri modela rutina (25 mg L) i B-glukana (5 mg L) pokazuju ovisnost o
razli¢itim pH vrijednostima i kemijskoj strukturi ispitanog modela.

e Pri svim ispitanim koncentracijama rutina (25 - 150 mg L!) uoéava se najveéi pad iznosa
zeta potencijala pri pH vrijednosti oko 5,5 te se ta pojava takoder moze opisati
disocijacijom molekule rutina pri razlicitim pH vrijednostima. Pozitivna vrijednost zeta
potencijala kod molekule B-glukana izmjerena je pri pH 1,5i 10, dok je negativna vrijednost
izmjerena kod pH 5,5 i 7,5. Ova promjena stabilnosti otopine vjerojatno je povezana sa
strukturalnom transformacijom molekule rutina koja je do pH vrijednosti 6 neutralna
molekula, a poveéanjem pH vrijednosti prelazi iz neutralnog u anionski oblik.

e Najstabilniji model rutina i molekule B-glukana pokazao se u pufer otopini pH 10 gdje su

vrijednosti zeta potencijala bile do - 30 mV.
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