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Popis oznaka, kratica i simbola

PHBA 4-hidroksibenzojeva kiselina (eng. 4-hydroxybenzoic acid)
{ potencijal elektrokineticki (zeta) potencijal (eng. elektrokinetic (zeta) potential)

v masena koncentracija (eng. mass concentration)
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1. Uvod

Polifenoli se nalaze u biljkama kao sekundarni metaboliti. Bitni su sastojci ljudske prehrane jer
imaju mnogobrojne pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, kao Sto je antioksidacijsko i
antikancerogeno djelovanje. Fenolne kiseline, koje pripadaju u grupu polifenola, dijele se na
hidroksibenzojeve kiseline i hidroksicimetne kiseline. 4-hidroksibenzojeva kiselina nalazi se u
grupi hidroksibenzojevih kiselina i poznata je kao osnova za pripravu njenih estera, parabena
i slicno.

Prehrambena vlakna su ugljikohidratni polimeri, koja se na osnovu topljivosti dijele na topljiva
i netopljiva prehrambena vlakna. B-glukan pripada u skupinu topljivih prehrambenih vlakana.
Predstavlja polisaharid koji se sastoji od jedinica glukoze medusobno povezane glikozidnim
vezama. B-glukan se moze pronaci u zobi, je€mu, gljivama i kvascima. Polifenoli i prehrambena
vlakna medusobno stvaraju veze, odnosno dolazi do vezanja polifenola na prehrambena

vlakna.

Spektroskopske metode su tehnike za kvalitativne i kvantitativne analize hrane, koriste se zbog
jednostavnosti, brzine i preciznosti. Spektrofotometrija je tehnika koja koristi vidljivu i
ultraljubicastu svjetlost za odredivanje koncentracija ili identifikaciju spoja. UV-Vis spektri

prikazuju kako se apsorbancija mijenja s valnom duljinom u rasponu od 100 do 800 nm.

Elektrokineticki potencijal ili zeta potencijal definiran je kao fizikalno svojstvo izrazeno na
povr$ini makromolekule odnosno kao potencijal na plohi smicanja. Cimbenici koji utje€u na

zeta potencijal su pH vrijednost, provodljivost, koncentracija i temperatura.

Zadatak ovog diplomskog rada je bio odrediti zeta-potencijal otopine 4-hidroksibenzojeve
kiseline, otopine beta-glukana i modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i beta-glukana kroz
razli¢iti koncentracijski raspon, a s ciliem odredivanja najstabilnijeg ponasanja modela 4-

hidroksibenzojeve kiseline i beta-glukana pri razlic¢itim pH vrijednostima.
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2. Teorijski dio

2.1. Polifenoli

Fenolni spojevi su prisutni u veéini biljnih tkiva kao sekundarni metaboliti, odnosno nisu bitni
za rast, razvoj i razmnozavanje, ali mogu imati ulogu antioksidansa u interakcijama biljke i
njenog bioloSkog okolisa. Fenoli su vaZni sastojci ljudske prehrane zbog potencijalnog
antioksidacijskog djelovanja, njihove sposobnosti da umanjuju oksidativno oStecenje
uzrokovano stresom uslijed kroni¢nih bolesti i njihovih potencijalno vaznih svojstava kao sto

su antiupalna, antitumorska djelovanja (Khadem i sur., 2010).

Struktura fenola sastoji se od aromatskog prstena koji sadrZi jedan (fenol) ili viSe hidroksilnih
(polifenolnih) ostataka. Razlikuje se nekoliko skupina prema broju fenolnih prstenova i
strukturnim elementima koji se pridruzuju tim prstenima, od kojih su dvije glavne skupine

polifenola nazvane flavonoidi ili ne-flavonoidni polifenoli (Khadem i sur., 2010).

Flavonoidna skupina uklju¢uje flavanone, flavone, dihidroflavone, flavonole, flavan-3-ole,
izoflavone, antocijanidine, proantocijanidine i halkone. Ne-flavonoidni polifenoli ukljucuju
jednostavne fenole, benzojevu kiselinu, hidroliziraju¢e tanine, acetofenone, feniloctene
kiseline, cimente kiseline, lignane, kumarine, benzofenone, ksantone, stilbene (Khadem i sur.,

2010). Podjela polifenola vidljiva je na Slici 1.

Fenolne kiseline imaju karboksilnu skupinu koja je pridruzena na benzenski prsten. Postoje
dvije skupine fenolnih kiselina na osnovu njihove strukture, derivati benzojeve kiseline,
odnosno hidroksibenzojeve kiseline i derivati cimetne kiseline, odnosno hidroksicimetne

kiseline (Khadem i sur., 2010).
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Slika 1 Podjela polifenola na osnovu njihovih kemijskih struktura (Manach i sur., 2004)

2.1.1. 4-hidroksibenzojeva kiselina

4-hidroksibenzojeva kiselina, poznata i kao p-hidroksibenzojeva kiselina (PHBA)

monohidroksibenzojeva kiselina, odnosno fenolni derivat benzojeve kiseline. Ona je bijela
kristalna tvar koja je slabo topljiva u kloroformu, ali viSe topljiva u polarnim organskim
otapalima poput alkohola i acetona. Kemijska struktura kiseline prikazana je na Slici 2. PHBA
prvenstveno je poznata kao osnova za pripravu njenih estera, poznatih kao parabeni, koji se
koriste kao konzervansi u kozmetici i nekim oftamoloskim otopinama (Web 1). PHBA se nalazi
u prirodnom obliku, ali se proizvodi i sintetski. MoZe se proizvesti reakcijom kalijevog

fenoksida i ugljiécnog dioksida ili reakcijom kalijevog salicilata i kalijevog karbonata uz

prisutstvo topline (Web 2).
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OH

Slika 2 Kemijska struktura 4-hidroksibenzojeve kiseline

Za PHBA se navodi da ima antibakterijsko djelovanje (protiv Gram + i Gram - bakterija),
antimutageno i estrogeno djelovanje, takoder ima Siroku primjenu kao konzervans u
lijekovima, kozmetici, hrani i pi¢ima (Manuja i sur., 2013). PHBA je privukla paznju kao
prekursor u bioprodukciji kemijskog fenola, jer upotreba biofenola ima veliki potencijal za

smanjenje emisije CO; (Kitade i sur., 2018).

2.2. Prehrambena vliakna

Prehrambena vlakna su ugljikohidratni polimeri otporni na probavu i adsorpciju u tankom
crijevu, ali se mogu djelomicno ili potpuno fermentirati u debelom crijevu. Ugljikohidratni

polimeri mogu biti:

e jestivi, koji se prirodno pojavljuju u hrani,
e koji se iz hrane mogu dobiti fizikalnim, enzimskim ili kemijskim sredstvima i

e sinteticki ugljikohidratni polimeri s povoljnim fizioloSkim ucincima.

Na osnovi topljivosti, prehrambena vlakna dijele se na topljive i netopljive. Topljiva vlakna
uklju€uju pektine, B-glukane, oligosaharide i slicno. U skupinu netopljivih vlakana pripadaju

celuloza, hemiceluloza, hitin i rezistentni skrob (Jakobek i sur., 2019).

2.2.1. Beta glukan

B-glukan je polisaharid (lanac od jedinica glukoze) koji se nalazi u zobi, je€mu, gljivama i
kvascima. Zatim, moze se nalaziti u manjoj koliCini u razi i psSenici (Mason, 2011). B-glukan

sastoji se od jedinica glukoze povezanih B-(1-4) i B-(1-3) glikozidnim vezama. Pojedinacne B-

6
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(1-3) veze uglavnom su razdvojene sa dvije ili tri B-(1-4) veze, ali omjer izmedu B-(1-4) i B-(1-

3) veza razlikuje se ovisno o vrsti Zitarica (Mitmesser, 2017). Struktura B-glukana prikazna je

na Slici 3.
OH
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Slika 3 Kemijska struktura B-glukana

B-glukan je aktivan u raznim vrstama Zivih organizama i poti¢e imunitet, zacjeljivanje rana,
regulira metabolicki dijabetes, smanjuje psihofizicki stres, ublazuje sindrom kroniénog umora
i inhibira razvoj malignih oboljena. Do sada su provedena klini¢ka ispitivanja B-glukana na
imunoloski sustav i dokazano je ne samo da utjeCu na imunoloski sustav, veé¢ da smanjuju i

razinu kolesterola (Jakobek i sur., 2019).

2.3. Interakcije izmedu polifenola i beta glukana

Prehrambena vlakna i polifenoli medusobno stvaraju veze, pri cemu se polifenoli vezu na
povrsinu prehrambenih vlakana, a sam proces ovisi o uvjetima okolisa poput pH vrijednosti,
temperature i ionske jakosti (Jakobek i sur., 2019). Fenolni spojevi imaju u svojoj strukturi
hidrofobni aromatski psten i hidrofilne hidroksilne grupe koje imaju sposobnost vezanja na

7
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polisaharide i proteine. Mogu biti povezani vezanjem vodika izmedu hidroksilne skupine
fenolnih spojeva i kisikovih atoma glikozidnih veza polisaharida, hidrofobnim interakcijama i
kovalentnim vezama kao $to su esterske veze izmedu fenolnih kiselina i polisaharida (Quirds-

Sauceda i sur., 2014). Navedene veze prikazane su na Slici 4.

0oL
i Elektrostatska
O HOC il
o sila
-
M\ 0, HOLC

/5‘ QJA Esterska veza
Vnd]knun s
veza HO o {nc@?\

Slika 4 Veze izmedu prehrambenih vlakana i fenolnih kiselina (Quirds-Sauceda i sur., 2014)

Do danas u literaturi nema puno podataka o interakcijama izmedu polifenola i polisaharida (B-
glukan) pokazali su da polifenoli ulaze u interakcije s B-glukanom procesom adsorbcije
polifenola na B-glukan (Quirdés-Sauceda i sur., 2014). Fenolni spojevi pojavljuju se kao vazni
sastojci netopljivih prehrambenih vlakana, sto se odvija zbog njihove sposobnosti kao Sto su
kemijske interakcije i stvaranje kompleksa s proteinima i polisaharidima (Palafox-Carlos i sur.,
2011). Kemijska struktura polifenola vazna je za odvijanje interakcija, odnosno dokazano je da
je hidroksilacija pogodovala adsorbciji flavonola s tri ili manje hidroksilnih skupina, ali ne i za

one s Cetiri ili viSe hidroksilnih skupina (Wang i sur., 2013).
2.4. Elektrokineticki potencijal
Elektrokineti¢ke pojave javljaju se paralelno s granicom dviju faza koje se jedna prema drugoj

relativno gibaju pri ¢emu nastaje elektricno polje, odnosno u elektricnom polju koji je

paralelno s granicom izmedu faza javlja se relativno gibanje faza jedne prema drugoj.
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Elektrokineticki utjecaji su potencijal strujanja, elektroforetski odnosno sedimentaciji ili
Dornov potencijal zatim elektroosmoza i elektroforeza. 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
jo$ 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 elektricnog polja paralelnog smjeru kretanja Cestica. Elektroosmoza nastaje ako se
duz uske cijevi narine razlika potencijala te se pod djelovanjem elektri¢cnog polja tekuca faza
giba preko cvrste povrsine. Elektroforeza predstavlja putovanje cestica pod utjecajem
elektricnog polja uspostavljenog duz mirujuéeg tekuceg medija u koji su suspendirane Cvrste
Cestice, rezultira nastajanjem dvosloja i mehanicke sile koja uzrokuje ovo gibanje (Jakobek

Barron, 2017.; Metikos-Hukovi¢ i Martinez, 2000; Piljac, 2006).

Zeta potencijal naziva se jos elektrokineticki potencijal (gré. C) te se definira kao potencijal na
plohi smicanja. Elektrokineticki potencijal je jednak ukupnom padu napona u difuznom dijelu
dvosloja. Na nastanak elektrokemijskog dvosloja izmedu dvije vodljive faze utjece specificna
adsorpcija iona iz otopine na ¢vrstu povrsinu, a visak naboja neutraliziran je difuznim slojem
iona suprotnog naboja u elektrolitu. Medutim, elektrokemijski dvosloj mozZe nastati i kao
posljedica adsorpcije iona nastalih slabom elektrolitickom disocijacijom ili zbog orijentacije

dipola polarnih molekula teku¢eg medija uz ¢vrstu povrsinu (Slika 5).
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Slika 5 Prikaz elektricnog dvosloja (Web 3)

Na Slici 5 je prikazan elektri¢ni dvosloj (a) Helmholtz, (b) Gouy-Chapman i (c) Stern. Kod

Sternovog modela nastanka elektrokemijskog dvosloja neposredno uz povrsinu ¢vrste faze



2. Teorijski dio

nalazi se Helmholtzov ili Sternov sloj iona koje Cvrsto uz povrSinu drze elektrostatske
privlacne sile i specifiéne adsorpcijske sile (Van der Waalsove sile 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 elektrostatske sile i termi¢ko gibanje molekula koje oblikuju difuznu
atmosferu s nabojem suprotnim naboju elektrodne povrsine. Pri relativnom gibanju
tekucéine uz ¢vrstu 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 nepomi¢ne molekule, a to je zeta potencijal. Elektrokineti¢ke

pojave, zeta potencijal, ovise o debljini tog dvosloja koji je prikazan JednadZbom 1

EEoRT
L= Gap)"” ()

gdje su:

L — debljina dvosloja (m),

Co — koncentracija iona (mol m3),

F- Faradayeva konstanta (96500 C mol),

R — opéa plinska konstanta (8,314 J mol* K1),

T — termodinamicka temperatura (K),

z — oksidacijski stupanj iona,

€ — dielektriéna konstanta materijala izmedu slojeva naboja i
g0 — dieletri¢na konstanta vakuuma (8,85 - 1012 F m™).

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

koncentracije te se jasniji utjecaj elektrokinetickih pojava uo¢ava kod razrijedenih otopina.
Zeta potencijal mozZe se definirati kao potencijal na plohi smicanja i opisuje se Jednadzbom 2

Aoyt (2)
T e
gdje je o naboj po jedinici povrsine. Razmak x! opada porastom koncentracije i valencije iona
te s opadanjem udaljenosti x ! i specifi¢nog naboja o opada i zeta potencijal. Sto objasnjava da
porastom koncentracije otopine opada zeta potencijal. Ako zeta potencijal iznosi nula tada je
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2. Teorijski dio

doslo do nestanka Gouy-Chapmanova sloja. Ovaj sloj moze ponovo nastati ako su u otopini
prisutni ioni koji se specificno adsorbiraju na c¢vrstoj povrsini 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 prihvaden uvjet za raspodjelu stabilnih odnosno nestabilnih sustava prikazan je u

Tablici 1 (Cano-Sarmiento i sur., 2018.).

Tablica 1 Vrijednosti zeta potencijala za stabilnost sustava (Maha i sur., 2016)

Zeta potencijal (mV) Stabilnost sustava
O0dot5 Brza koagulacija ili flokulacija
+10do £ 30 Pocetna nestabilnost
+30do+40 Srednja stabilnost
+40do + 60 Dobra stabilnost
vise od £ 61 Odli¢na stabilnost

Ove 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.).

2.5. Spektroskopija

Spektroskopske metode su instrumentalne tehnike koje su koristene za kvalitativne i
kvantitativne analize hrane. Takve metode su jednostavne, brze i vrlo precizne. Spektroskopija
je metoda kojom mozZemo karakterizirati tvar pomocu valnih duljina, pri kojima se spektar boja
apsorbira kada svijetlost prolazi kroz otopinu tvari. Spektroskopske metode dijele se na
apsorpcijsku spektroskopiju (infracrvena (IR) i ultraljubisasta i vidljiva (UV/Vis)), atomska
spektroskopija, masena spektroskopija (MS), elektron spinska rezonancija i nuklearna

magnetska rezonancija (NMR) (Munjanja i sur., 2015).

UV/Vis spektrofotometrija je tehnika koja se bavi apsorpcijom ultraljubi¢astog (100-380 nm)
ili vidljivog (380-800 nm) zracenja kemijskim vrstama u otopini ili u plinskoj fazi (Skoog i sur.,

1999; Jakobek Barron, 2017).
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2. Teorijski dio

Atom moZe apsorbirati i ponovno emitirati samo definirane koli¢ine energije i nakon
apsorpcije kvantne energije atom se transformira u odredeno, energetski obogaceno ili
pobudeno stanje. Po povratku u stanje niZze energije, atom obi¢no oslobada apsorbiranu
energiju u obliku zracenja. Ako se atomi pobude toplinski ili eketricno tada se apsorbirana
energija oslobada kao emisijski spektar. Ako se atomi pobude svjetlosnom energijom, atomi
apsorbiraju samo to¢no odredene koli¢ine energije, odnosno svjetlost odredene frekvencije i

moze se promatrati apsorpcijski spektar (Skoog i sur., 1999).

Apsorpcijski spektar je graf koji prikazuje kako apsorbancija varira s valnom duljinom. Dio
molekule odgovoran za apsorpciju svjetlosti se naziva kromofora. Bilo koja tvar koja apsorbira
svjetlost pojavljuje se u boji kad se bijela svijetlost prenosi kroz nju ili odbija od nje. Bijelo
svijetlo sadrzi sve boje u vidljivom spektru. Tvar apsorbira odredene valne duljine bijele
svijetlosti, a nase oci detektiraju valne duljine koje se ne apsorbiraju. Promatrana boja naziva

se komplementom apsorbirane boje (Harris, 2007; Skoog i sur., 1999).
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3. Eksperimentalni dio
3.1. Zadatak rada

- odrediti zeta-potencijal: a) otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline,

b) otopine B-glukana,

c) modela otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana
kroz razli¢iti koncentracijski raspon i

- odrediti najstabilnije ponasanje modela otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana pri

razli¢itim pH vrijednostima.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije

4-hidroksibenzojeva kiselina, B-glukan, karbonatne i fosfatne soli, KCl, HCI, destilirana voda.

3.2.2. Priprema otopine

Pripremila se otopina B-glukana, koncentracije 190 mgL?, u ultradistoj vodi. Koncentracija

otopine B-glukana koja je upotrebljena za ispitivanje u ovom radu bila je 5 mg L.

Otopina 4-hidroksibenzojeve kiseline, koncentracije 1400 mgL™, pripremljena je u metanolu,
HPLC &istoce. Koncentracije 4-hidroksibenzojeve kiseline bile su 25, 50, 75, 100 i 150 mgL™? i

pripremale su se u odredenoj otopini pufera. Puferi koji su se koristili bili su:

e 0,1 mol L karbonatni-bikarbonatni pufer pH vrijednosti 10,
e 0,1 mol L't HCI-KCI pufer pH vrijednosti 1,5 i

e 0,1 mol L fosfatni puferi pH vrijednosti 5,5 i 7,5.

3.2.3. UV-Vis spektar

Za mjerenje UV-Vis spektra koristio se uredaj UV-1280 spektrofotometar tvrke Shimadzu koji
je prikazan na Slici 6. Mjerili su se UV-Vis spektri modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mg
1) i B-glukana (5 mg L) u rasponu valnih duljina od 270 nm do 700 nm. Mjerenja UV-Vis
spektra modela provedena su pri pH vrijednostima od 1,5; 5,5; 7,5 i 10, nakon 1h, 2h, 5h i 16h.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 6 UV spektrofotometar (Shimadzu)

3.2.4. Opis mjerenja { potencijala

Mjerenje zeta potencijala provedeno je na uredaju Zetasizer 2000 koji je prikazan na Slici 7.

Mjerenja su provedena na sobnoj temperaturi, 25 °C.

Za sva provedena mjerenja na uredaju koristio se volumen od 10 mL uzorka te je svako

mjerenje provedeno tri puta iz ¢ega se uzimala srednja vrijednost dobivenoga zeta potencijala.

Vrijednosti zeta potencijala dobivene su pomoc¢u Helmholtz-Smoluchowski relacije prikazane
Jednadzbom 3:
_kn AE (3)
o€ AP
gdje su AE potencijal strujanja; AP razlika u hidrodinami¢kom tlaku; n viskoznost otopine; &,
€9, k dielektricna konstanta otopine, propusnost vakuuma i vodljivost otopine (Susanto i sur.,

2009).

Slika 7 Uredaj Zetasizer 2000
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4. Rezultati

4.1. UV-Vis spektar modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana

Provedeno je mjerenje UV-Vis spektra modela pri pH vrijednostima od 1,8, 5,5, 7,5 i 10, kroz
vremenski period od 1h, 2h, 5h i 16h modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-
glukana (5 mgL). Na Slikama od 8 do 11 prikazani su dobiveni apsorpcijski spektri.

pH 1,8
4.5
4
3.5
3
2.5 1h
< 2 2h
1.5 5h
1 16h
0.5
]
05 200 300 400 500 600 700
A/nm

Slika 8 Apsorpcijski spektar modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5
mgL!) u vremenu od 1h, 2h, 5h i 16h u pH vrijednosti 1,8

pH 5,5
4.5
4
3.5
3
2.5 1h
< 2 2h
1.5 5h
1 16h
0.5
]
05 200 300 400 500 600 700
A/nm

Slika 9 Apsorpcijski spektar modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5
mgL!) u vremenu od 1h, 2h, 5h i 16h u pH vrijednosti 5,5
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4. Rezultati

4.5
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Slika 10 Apsorpcijski spektar modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5

mgL?) u vremenu od 1h, 2h, 5h i 16h u pH vrijednosti 7,5

4.5

3.5

2.5

15

0.5

-0.5 200

300

400
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pH 10

1h
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5h
16h

500 600 700

Slika 11 Apsorpcijski spektar modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5

mgL?) u vremenu od 1h, 2h, 5h i 16h u pH vrijednosti 10

4.2. Zeta potencijal otopine B-glukana, otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline i

modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana

4.2.1. Zeta potencijal otopine B-glukana
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4. Rezultati

Provedeno je mjerenje zeta potencijala otopine B-glukana koncentracije 5 mgL? pri pH

vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5 i 10. Dobivene vrijednosti prikazane su u Tablici 2, a graficki prikaz

vidljiv je na Slici 12.

Tablica 2 Vrijednosti zeta potencijala B-glukana u koncentraciji 5 mgL™ pri pH vrijednosti od

1,8;5,5,7,5i10

1,8 6,6
5,5 -1,4
7,5 3,6
10 -7,9
y=5mglL?
10
6.6
v
5 3.6
e
)
1.4
E, -
0 2 4 6 8 10 12
-5
[- -7.9
-10
pH

Slika 12 Ovisnost zeta potencijala otopine B-glukana (5 mgL™?) o pH vrijednostima 1,8, 5,5,

7,5, 10

4.2.2. Zeta potencijal otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline

Provedeno je mjerenje zeta potencijala

otopine 4-hidroksibenzojeve

kiseline u

koncentracijama 25, 50, 75, 100 i 150 mgL* pri pH vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5, 10. Dobivene

vrijednosti prikazane su u Tablici 3, a graficki prikaz vidljiv je na Slikama od 13 do 18.

Tablica 3 Vrijednosti zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline u koncentracijama

25, 50, 75, 100 i 150 mgL! pri pH pri pH vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5, 10
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4, Rezultati

v=25mgL?! | y=50mgL?  y=75mgL? | y=100mgL?! | y =150 mgL?
 pH_ I(mVY) Z(mV) Z(mv) Z(mV) Z(mV)
0,2 2,1

1,8 81 5,2 6,2
5,5 -6,7 -3,1 -6,3 -5,2 -4,8
7,5 0,5 5,4 -7,2 -11,8 -7,6
10 -29,2 -21,8 -28,3 -21,8 -20,9
H y=25mglL?
10 8.1 P
3 0.5
0
(1] 2 \\y 10 12 14
-5
)
E -10 -6.7
-15
-20
25 -29.2
-30

Slika 13 Ovisnost zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline u koncentraciji 25

mgL?! pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,51 10

pH y=50mgL?

10
5.4

5.2

N

0 2 N 8 10 12 14
5
3.1
-10
-15
20 21.8

Slika 14 Ovisnost zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline u koncentraciji 50

¢(mv)

mgL?! pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,51 10
20



4. Rezultati

pH y=75mglL?
10 6.2

-10 -6.3

¢(mv)

-15

-20

-25 -28.3

-30

Slika 15 Ovisnost zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline u koncentraciji 75

mgL? pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 10

pH y=100mgL!

¢(mv)

-10 r-11.8
-15

-20

!- -21.8

-25

Slika 16 Ovisnost zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline u koncentraciji 100

mgL*? pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 i 10
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4. Rezultati

pH y=150mgL!

-10

¢(mv)

-15

-20
-20.9

-25

Slika 17 Ovisnost zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline u koncentraciji 150

mgL? pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 10

10

(] 30 100 150 200

pH=1.8
-10

pH=5.5

¢(mv)

15 pH=7.5
-20 pH=10
-25

-30

-35
y (mgL?)

Slika 18 Ovisnost zeta potencijala otopine 4-hidroksibenzojeve kiseline pri pH vrijednostima

1,8, 5,5, 7,51 10 u koncentracijama 25, 50, 75, 100 i 150 mgL™*
4.2.3. Zeta potencijal modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana

Provedeno je mjerenje zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u
koncentracijama 25, 50, 75, 100 i 150 mgL™* pri pH vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5, 10. Dobivene

vrijednosti prikazane su u Tablici 4, a graficki prikaz vidljiv je na Slikama od 19 do 24.
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4, Rezultati

Tablica 4 Vrijednosti zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u

koncentracijama 25, 50, 75, 100 i 150 mgL! pri pH pri pH vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5, 10

vy=25mgL?  y=50mgL? | y=75mgL!  y=100mgL? | y=150 mgL*
__pH  {(mY) Z(mV) Z(mV) Z(mV) Z(mV)
6 4 3,7 2,4

1,8 4,6
5,5 -2,6 -1,5 -0,5 -5,2 0,8
7,5 1,7 -2,4 -0,7 -5,5 -2,3
10 -6,4 -8,1 -5,8 -8,9 -4,8
y=25mglL?
10
8 6
6
4 1.7
s
E O
- 59 2 4\y 8 10 12 14
-4 -
26 6.4
-6
-8
-10
pH

Slika 19 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u

koncentraciji 25 mgL™ pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 10

y=50mgL?
10

o N & O O

¢(mv)

12 14

pH
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4. Rezultati

Slika 20 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u

koncentraciji 50 mgL™ pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 10

=
(=]

{(mv)
© & A N O N B~ O ®

=
o

y=75mglL?
[—4.5
-0.5
/[
! ]
1] 2 6 8 10 12 14
-5.8 -,
pH

Slika 21 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u

koncentraciji 75 mgL™ pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 10

=
(=]

>

y=100mgL!

{(mv)
© & A N O N B~ O ®

=
o

-8.9
-5.5 /_

pH

Slika 22 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u

koncentraciji 100 mgL* pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 i 10
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4. Rezultati

Slika 23 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u

koncentraciji 150 mgL™? pri pH vrijednostima 1,8, 5,5, 7,51 10

-10

¢(mv)

50 100 150

y (mgL?)

200

pH=1.8
pH=5.5
pH=7.5

pH= 10

Slika 24 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana pri pH

vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 i 10 u koncentracijama 25, 50, 75, 100i 150 mg L™

4.2.4. Zeta potencijal modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana kroz

razlicito vrijeme
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4, Rezultati

Provedeno je mjerenje zeta potencijala modela pri pH vrijednostima od 1,8, 5,5, 7,5 i 10, kroz
vrijeme stajanja modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5 mgL?) nakon
1h, 2h, 5h, 16h. Dobivene vrijednosti prikazane su u Tablici 5, a graficki prikaz vidljiv je na Slici

25.

Tablica 5 Vrijednosti zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-

glukana (5 mgL?) pri pH vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5, 10 kroz vrijeme stajanja modela nakon 1h,

2h, 5h i 16h.
| th | 2h | sh | 16h |
. pH | I(mV)  Z(mV) | {(mV) 7 (mv)
1,8 6 5,6 48 43
5,5 -4,7 -3,6 -3,9 -1,8
7,5 -15 -17 -11,6 -13,9
10 -13,1 -14,6 -21,2 -17,2
10
0
) 5 10 20
5 —o—pH=1,8
T ——pH=5,5
™ -10 —o—pH=7,5
/.\ pH=10
.15 \”
-20
.25
t (h)

Slika 25 Ovisnost zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana pri pH

vrijednostima 1,8, 5,5, 7,5 i 10 nakon 1h, 2h, 5h, 16h
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5. Rasprava

U ovom diplomskom radu provedeno je istrazivanje apsorpcijskih spektara (UV-Vis spektra)
modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL™) i B-glukana (5 mgL) pri pH vrijednostima 1,8;
5,5; 7,5 i 10 kroz vremenski period od 1h, 2h, 5h i 16h. Apsorpcijski spektri modela 4-
hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5 mgL?) prikazani su na Slikama 8-11. Na
Slikama 8-11 mogu se uociti dva dva apsorbancijska maksimuma, jedan na oko 230 nm koji
prema literaturnim referencama odgovara unutarmolekulskom prijenosu elektrona i pri valnoj
duljini oko 270 nm koji odgovara benzenskom prstenu (Kamath, 1975). Takoder, kod para
oblika hidroksibenzojeve kiseline uocava se samo jedan jasno izrazeni apsorpcijski maksimum
(Slike 8-10) pri valnoj duljini od oko 270 nm. Na Slici 11 uocavaju se dva apsorpcijska
maksimuma pri valnim duljina od oko 230 nm i oko 280 nm $to odgovara istrazivanju od

Kamath (1975.).

Nadalje, iz dobivenih apsorpcijskih spektara prikazanih na Slikama 8-11 mozZe se uociti da
promjenom pH vrijednosti mijenja se njihov izgled te se moze zakljuciti da na apsorpcijske
spektre modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5 mgL?!) utjee promjena

pH vrijednosti, vremenski period i kemijska struktura ispitanog modela.

Nadalje, ispitan je utjecaj pH vrijednosti pufera na ponasanje zeta potencijala otopine B-
glukana (5 mg L), a prikazan je na Slici 12 i u Tablici 2. Ispitan je utjecaj pH vrijednosti pufera
1,8;5,5; 7,51 10 na otopinu B-glukana te se iz Slike 12 i Tablice 2 moZe uoditi da pH vrijednost
pufera utjece na kemijsku strukturu B-glukana. Vrijednosti zeta potencijala kretale su se od
oko £ 7 mV te se moze uociti da u kiselom mediju molekula B-glukana je pozitivha dok u
luznatom prelazi u anionski oblik, Sto je u skladu s teorijskim osnova o zeta potencijalu

(Salopek i sur., 1992).

Zatim se ispitao utjecaj koncentracije 4-hidroksibenzojeve kiseline (25, 50, 75, 100 i 150 mg L
1) i pH vrijednosti pufera (1,8; 5,5; 7,5 i 10) na ponasanje zeta potencijala (Slike 13-18, Tablica
3). Iz Slika 13-17 uocava se da je prisutan utjecaj promjene pH vrijednosti pufera na kemijsku
strukturu 4-hidroksibenzojeve kiseline i ponasanje zeta potencijala. 1z Slike 18 moze se

zakljuciti da najstabilniji oblik molekule 4-hidroksibenzojeve kiseline je u vrijednosti pufera pH
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5. Rasprava

10 jer je iznos zeta potencijala oko -30 mV te je prisutan anionski oblik molekule Sto potvrduje
i distribucijski dijagram (Slika 26). Distribucijski dijagram dobiven na osnovi pK, vrijednosti za
4-hidroksibenzojevu kiselinu (Manuja i sur., 2013; Volgyi i sur., 2007) prikazuje prisustvo

neutralne molekule u podrucju pH 1-4,5 i pri pH 4,5 do 14 anionskog oblika kiseline.

1,00 B HiB B
0,80 |
0,60
8_

0,40 -

0,20 -

0,00 T T T T T T T T T T T T T
00 10 20 30 40 50 60 I_TI,O 80 90 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0
P

Slika 26 Distribucijski dijagram 4-hidroksibenzojeve kiseline

Nadalje, ispitan je utjecaj promjene koncentracije modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-
glukana pri pH vrijednosti od 1,8, 5,5, 7,5 i 10 na ponasanje zeta potencijala (Tablica 4, Slike
19-24). Model 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana u kiselom mediju je pozitivan dok u
luznatom mediju negativan te postize izoelektriénu tocku pri pH 5,5 i 7,5 jer je izoelektri¢na
tocka definirana kao pH otopine ili molekule pri kojem je neto naboj molekule ili éestice jednak

nuli (Web 4).

Najstabilniji model 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana pokazao se u pH 10 iako prema
raspodjeli zeta potencijala vrijednosti zeta potencijala 0d-4,8 do -8,9 koje model postize u pH
10 odgovaraju pocetnoj nestabilnosti jer je ovo ispitivanje provedeno u nultom vremenu. S
ciliem utvrdivanja najstabilnijeg oblika modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana ispitan
je utjecaj vremenskog perioda na vrijednosti zeta potencijala. Za ovo istraZivanje pripremljen
je model 4-hidroksibenzojeve kiseline i PB-glukana u koncentraciji 25 mg L' 4-
hidroksibenzojeve kiseline jer prema teorijskim osnovama (Salopek i sur., 1992; Metikos-
Hukovi¢ i Martinez, 2000) zeta potencijal je bolje uocljiv pri nizim koncentracijama te se iz tog
razloga ispitao model 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana (5 mgL?) veceg razrjedenja.
Vrijednosti zeta potencijala za pracenje modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-
glukana (5 mgL?) kroz vremenski period od 1, 2, 5 i 16 sati pri pH vrijednostima 1,8-,5,5; 7,5 i

29



5. Rasprava

10 prikazan je u Tablici 5 i na Slici 25 te se mozZe uociti da je najstabilniji oblik ispitanog modela
pri pH 10, a iz vrijednosti zeta potencijala (oko -20) prisutan je anionski oblik molekule.
Takoder se moze uociti da je model 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5 mgL
1) tijekom cijelog ispitanog vremenskog perioda pri svim ispitanim pH vrijednostima stabilan

jer je prisutna mala promjena vrijednosti zeta potencijala (5 mV).

Prema rezultatima istraZivanja zeta potencijala modela 4-hidroksibenzojeve kiseline (25 mgL
1) i B-glukana (5 mgL') moZe se zakljuditi da kemijska struktura, koncentracija i pH vrijednost
utjecu na zeta potencijal i oblik modela. Istrazivanja zeta potencijala na vlaknima u vodenom
mediju pokazala su kontradiktorne rezultate, medutim sva istrazivanja su potvrdila da je

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



6. Zakljucak

Na osnovi istraZivanja ovog diplomskog rada izvedeni su sljededi zakljucci:

e |IstraZivanje apsorpcijskih spektara (UV-Vis spektara) modela 4-hidroksibenzojeve
kiseline (25 mgL?) i B-glukana (5 mgL?) pokazalo je da se promjenom pH vrijednosti
mijenja njihov izgled te da na apsorpcijske spektre modela 4-hidroksibenzojeve kiseline
(25 mgL?) i B-glukana (5 mgL?) utje¢e promjena pH vrijednosti, vremenski period i
kemijska struktura ispitanog modela.

e |Ispitan je utjecaj pH vrijednosti pufera na ponasanje zeta potencijala otopine B-glukana
(5 mgL?) i moZe se uoditi da pH vrijednost pufera utje¢e na kemijsku strukturu B-
glukana. Molekula B-glukana u kiselom mediju se pokazala pozitivha dok u luznatom
prelazi u anionski oblik.

e |Ispitan je utjecaj koncentracije 4-hidroksibenzojeve kiseline i pH vrijednosti pufera na
ponasanje zeta potencijala i mozZe se zakljuditi da je najstabilniji oblik molekule 4-
hidroksibenzojeve kiseline u vrijednosti pufera pH 10 (T potencijal oko -30 mV) te je
prisutan anionski oblik molekule. Odnosno, promjene pH vrijednosti pufera imaju
utjecaj na kemijsku strukturu 4-hidroksibenzojeve kiseline i ponasanje zeta potencijala.

e |Ispitan je utjecaj promjene koncentracije modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-
glukana na ponasanje zeta potencijala. Pokazalo se da je model 4-hidroksibenzojeve
kiseline i B-glukana u kiselom mediju pozitivan dok je u luznatom mediju negativan te
da je postignuta izoeletriéna tocka pri pH 5,5 i 7,5 te je najstabilniji model 4-
hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana dobiven u vrijednosti pufera pH 10.

e |[spitan je utjecaj vremenskog perioda na vrijednosti zeta potencijala s ciljem
utvrdivanja najstabilnijeg oblika modela 4-hidroksibenzojeve kiseline i B-glukana te je
najstabilniji oblik ispitanog modela postignut u vrijednosti pufera pH 10 i na zeta
potencijal i oblik modela utjec¢u kemijska struktura, koncentracija i pH vrijednost.

e najstabilniji oblik ispitanog modela i zasebnih otopina postignut je u pH vrijednosti
pufera pH 10 te na zeta potencijal utjecu i kemijska struktura, koncentracija kao i pH

vrijednost pufera.
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