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Acilovani derivati pektina: sinteza, karakterizacija i moguc¢nost
primene

1ZvVOD

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije sprovedena su sa osnovnim ciljem
razvoja derivata pektina unapredene funkcionalnosti u odnosu na primenu ovog
polisaharida kao sorbenta i materijala za izradu ambalaznih filmova. U prvom delu rada
opisan je postupak modifikacije pektina u reakciji esterifikacije sa acil-dihloridima,
nakon Cega su ispitana svojstva dobijenih acilovanih derivata sintetisanih pri razli¢itim
molarnim odnosima agensa za acilaciju i galakturonske kiseline. Utvrdeno je da
promene u strukturi uti¢u na reoloska, termicka i morfoloska svojstva pektina, kao i na
interakcije koje se uspostavljaju u vodenim rastvorima. U cilju detaljnog sagledavanja
svih parametara koji mogu imati uticaj na sorpciju pektina i njegovih derivata, u drugom
delu rada ispitan je uticaj specificnih anjona na umreZavanje nativnhog pektina u
vodenim rastvorima soli bakra. Analiza ovog uticaja rezultovala je uspostavljanjem
analogije umrezavanja pektina sa relativnim uticajem anjona u vodenim rastvorima koje
je opisano Hofmeister-ovom teorijom. Hidrofobnost acilovanih derivata, kao i
mogucnost njihove primene kao sorbenata 1 materijala za izradu ambalaznih filmova,
ispitana je u tre¢em delu rada. Dobijeni rezultati ukazuju da acil ostaci (C4-C10) u
strukturi derivata utiCu na povecanje hidrofobnosti nativnog pektina, §to se moze
smatrati jednim od najznacajnijih rezultata proisteklih iz ove disertacije. Parametri
procesa sorpcije Cu?* jona iz vodenih rastvora ukazuju da acilovani derivati poseduju
manji ravnotezni kapacitet u poredenju sa nativnim pektinom, pri ¢emu je utvrdeno da
je vrednost ovog parametra uslovljena strukturom derivata. Filmovi na bazi acilovanih
derivata pektina predstavljaju bolju barijeru za transport vodene pare, sto se tumaci kao
posledica njihove povecane hidrofobnosti. Ipak, rezultati mehanickih ispitivanja
ukazuju da predlozene modifikacije nemaju pozitivan uticaj na mogucu primenu
sintetisanih derivata kao materijala za izradu ambalaznih filmova.

Kljuc¢ne redi: pektin, acilovani derivati, hidrofobnost, umrezavanje, sorpcija
Nauéna oblast: Tehnolosko inzenjerstvo

UZa naucna oblast: Hemijsko inzenjerstvo

UDK broj:



Acylated derivatives of pectin: synthesis, characterization and
applicative potential

ABSTRACT

The main goal of the research conducted within this doctoral dissertation was
development of pectin based derivatives with improved functionality when used as
sorbents and packaging film material. The first part of this work reports modification
procedure and characterization of the derivatives obtained by esterification of the neat
pectin using di-acyl chlorides at different molar ratios. It was found that changes in
structure affect rheological, thermal and morphological properties of pectin, as well as
the interactions established in water solutions. In order to get the deeper insights into all
parameters that could influence the sorption on pectin and its derivatives, the second
part of this work reports the effect of specific anions on the cross-linking process of neat
pectin in water solutions of copper salts. This analysis resulted in establishment of an
analogy between pectin cross-linking and relative influence of anions in water solutions
described by Hofmeister theory. The hydophobicity of acylated derivatives and their
possibility to be used as sorbents and package film materials was investigated in the
third part of this work. The obtained results indicate that acyl residues (C4-C10) cause
the increase in hydrophobicity of neat pectin, which could be considered as one of the
most significant result of this dissertation. The parameters that describe sorption
of Cu?* from aqueous  solution suggest that acylated derivatives exhibit lower
equilibrium capacity when compared to native pectin, and it was found that these
parameters are dependent on derivatives structure. Due to the increased hydrophobicty
of acylated pectin, the films based on these derivatives have improved water barrier
properties. Still, the results obtained from mechanical testing indicate that proposed
modification do not have positive influence on possible application of films based on
acylated pectin as packaging material.

Keywords: pectin, acylated derivatives, hydrophobicity, cross-linking, sorption
Scientific field: Technological engineering

Field of Academic Expertise: Chemical engineering

UDK Number:
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Polisaharidi pripadaju posebnoj klasi biopolimera ¢iji se potencijal primene temelji na
njihovoj strukturnoj raznolikosti, Sirokoj dostupnosti i pristupacnim cenama. Posebna
prednost ovih materijala ogleda se u svojstvima kao S§to su biokompatibilnost,
biodegradabilnost, bioadhezivnost i netoksi¢nost. Pomenute karakteristike svrstavaju
ove materijale u red najperspektivnijih, kako sa industrijskog, tako i sa stanovista nauke
[1]. U cilju postizanja ekoefikasnosti, velika paznja posvecna je istrazivanjima koja se
tiCu pronalazenja alternative konvencionalnim petrohemijskim materijalima i njihove
zamene sirovinama iz obnovljivih izvora, gde su polisaharidi prepoznati kao materijali
izuzetnog potencijala. Pored brojnih prednosti, §ira upotreba polisaharida ograni¢ena je
nedostacima koji se ogledaju u teSko¢ama prilikom prerade 1 njihovim
nezadovoljavaju¢im mehanic¢kim i barijernim svojstvima. U cilju poboljSanja svojstava
nativnih polisaharida primenjivani su brojni postupci modifikacije koji se medusobno
razlikuju u zavisnosti od strukture polisaharida, njegove rastvorljivosti i Zzeljene

primene.

Osnovni lanac pektina sastoji se od monomernih jedinica D-galakturonske kiseline
(GalA), vezanih a-(1-4) glikozidnim vezama, dok se kao bo¢ni lanci mogu naci razligiti
neutralni Seceri. Ameri¢ka savezna uprava za hranu 1 lekove (FDA) ocenila je pektin
kao generalno bezbedan, §to je doprinelo njegovoj uspes$noj primeni u formulacijama
kozmetickih proizvoda, medicini i farmaciji [2]. Zbog moguénosti formiranja
konzistentnih filmova, pektin se sve ¢esée koristi kao komponenta ambalaznih filmova.
Takode, zbog velikog afiniteta prema jonima teSkih metala i zadovoljavajucih
sorpcionih svojstava, veliki potencijal pektina prepoznat je i u oblasti zastite zivotne
sredine. Ipak, kao i u slucaju drugih polisaharida, primena pektina ogranicena je
postojanjem nedostataka koji su usko vezani za strukturu pektinskog molekula. Veliki
broj hidroksilnih i karboksilnih grupa u osnovnom pektinskom lancu c¢ini ovaj
polisaharid pogodnim kandidatom za veliki broj fizickih i hemijskih modifikacija. U
zavisnosti od tipa reakcije, pektin moZe biti modifikovan na razliite nacine:
supstitucijom (alkilacija, amidacija, Kkvarternizacija, tiolacija, oksidacija, itd.),

povecanjem duzine polimernog lanca (kalemljenje i umrezavanje) i depolimerizacijom



(hemijska, fizicka i enzimska degradacija). Poslednjih godina veliko interesovanje
usmereno je ka razvoju postupaka modifikacije u kojima kao krajnji proizvodi nastaju
manje hidrofilni derivati. Ranija istrazivanja pokazuju da uvodenje nepolarnih
segmenata u pektinski molekul uti¢e na povecanje hidrofobnosti i dovodi do znacajnih
promena fizicko-hemijskih svojstava. Alkilacija karboksilnih grupa izdvaja se kao jedna
od najcesée koris¢enih metoda, pomocu koje su uspesno sintetisani hidrofobni derivati
pektina razli¢ite strukture [3, 4]. Uvodenjem kratkih nepolarnih segmenata u pektinski
molekul mogu se dobiti derivati sa svojstvima povrsinski aktivnih supstanci [5, 6], pa je
njihova karakterizacija i bolje razumevanje strukture veoma vazno sa stanovista

primene.

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije polaze od hipoteze da se uvodenjem
hidrofobnih segmenata, bo¢nih grana i dodatnih umreZenja u pektinski lanac mogu
dobiti derivati unapredenih funkcionalnih karakteristika u odnosu na nativni pektin.
Naime, povecanje hidrofobnosti moze imati za posledicu poboljSanje barijernih
svojstava filmova na bazi pektina, a zajedno sa dodatnim umrezenjima pektinskog lanca
moze doprineti povecanju stabilnosti ovog polisaharida u vodenim sistemima, koje je
veoma vazno kada je re¢ o njegovoj upotrebi kao sorbenta. Opis primenjenih
eksperimentalnih metoda, kao i analiza proisteklih rezultata data je u okviru tri tematska
poglavlja. Prvi deo ovog rada imao je za cilj sintezu acilovanih derivata pektina, njihovu
karakterizacju i identifikaciju uticaja reakcionih parametara (stepen acilacije i vrsta
koris¢enog agensa) na svojstva dobijenih materijala (Poglavlje VII). Kako je naveci
potencijal primene pektina prepoznat u oblasti biosorpcije, posebna paznja u ovom radu
posvecena je boljem razumevanju procesa formiranja kompleksa nativnog pektina i
Cu?* jona (Poglavlje VIII). U okviru ovog dela istraZivanja ispitan je uticaj specifi¢nih
anjonskih vrsta na afinitet pektina prema Cu?* jonima, kao i svojstva pektinskih Cestica
nastalih umrezavanjem u vodenim rastvorima soli bakra. U okviru Poglavlja 1X ispitana
je hidrofobnost acilovanih derivata pektina, uticaj strukturnih modifikacija na kineticke
i ravnotezne parametre procesa sorpcije Cu?* jona iz vodenih rastvora, kao i mehanicka

I barijerna svojstva filmova na bazi ovih materijala.

Na osnovu dosadasnjih saznanja, tematika obradena u okviru ove doktrorske disertacije,

nije bila predmet ranijih istrazivanja.
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Poglavlje |
1. Modifikacije polisaharida

Osnovu polisaharidne strukture c¢ini veliki broj monosaharidnih jedinica povezanih
glikozidnim vezama. Prema sastavu monomera dele se na homopolisaharide, izgradene
od jedne vrste monosaharidnih jedinica, i heteropolisaharide, koji sadrze dve ili viSe
vrsta monosaharidnih jedinica. Klasifikacija polisaharida moze se izvrsti i na osnovu
drugih kriterijuma kao $to su naclektrisanje (jonski i nejonski), stepen grananja
(linearani i razgranati), bioloska funkcija (rezervni i strukturni). Prema izvorima iz kojih

se izoluju, dele se na polisaharide biljaka, Zivotinja i mikroorganizama.

Nakon decenija nepravednog zanemarivanja, oblast hemije i tehnologije polisaharida
poslednjih godina dozivljava preporod Sirokih razmera. Ovakav trend je posledica
boljeg sagledavanja njihove funkcionalne svestranosti, usled koje ovi prirodni materijali
mogu parirati petrohemijskim. Sira primena polisaharida bila je tradicionalno
ograni¢ena na upotrebu proizvoda na bazi celuloze i skroba dobijenih ekstrakcijom iz
biljnih izvora. Trenutno, velika paznja posveCena je razvoju novih funkcionalnih
industrije: proizvodnji adheziva, tekstilnih materijala, detergenata, boja, lekova,
materijala za izradu biorazgradivih filmova (ambalazni filmovi, prekrivni filmovi za
zaStitu poljoprivrednih dobara) [7-9].

Ipak, svojstva materijala na bazi polisaharida ¢esto ne zadovoljavaju zahteve koji se
ticu njihove specifiéne primene. Sa ciljem poboljsanja njihovih fizicko-hemijskih
karakteristika 1 proSirenja oblasti primene, modifikacije polisaharida predmet su
intenzivnog istrazivanja. Svojstva nativnih polisaharida drasti¢no variraju u zavisnosti
od porekla, predtretmana i primenjenih metoda ekstrakcije. U odnosu na druge klase
organskih jedinjenja, polisaharidi se izdvajaju i na osnovu svoje specifi¢cne hemijske
reaktivnosti. Rutinske organske reakcije derivatizacije polisaharida daju vrlo male
prinose ¢ak i pored predtretmana, dok su Cesto i potpuno neprimenljive. U nekim
slu¢ajevima, proizvodi reakcije modifikacije dobijaju se pod uslovima za koje se ne
moze uspostaviti formalna analogija u organskoj hemiji, pa je primena tradicionalnih

analitickih i sintetskih metoda Cesto bezuspesna. Sa ciljem prevazilazenja pomenutih



prepreka, postoji stalna potreba za razvojem novih, efikasnijih metoda pripreme i
karakterizacije polisaharidnih derivata.

Metode modifikacije uklju¢uju primenu neselektivnih (statistickih) 1 selektivnih
hemijskih reakcija. Kao prozivodi neselektivnih reakcija nastaju nasumi¢no
modifikovani derivati, dok selektivne reakcije pruzaju mogucnost sinteze derivata sa
unapred definisanim strukturnim karakteristikama. Pionirima u oblasti razvoja metoda
selektivne modifikacije polisaharida smatraju se Horton, Lindberg, Wolfrom i njihovi
saradnici [10, 11]. Jedna od najvaznijih prednosti selektivnih metoda odnosi se na
primenu manje agresivnih reagenasa i generalno, blazih uslova reakcije u kojima je
stvaranje sporednih proizvoda i/ili degradacija nativnog polimera svedena na minimum
ili potpuno eliminisana. U literaturi se, kao uobicajeni proizvodi reakcija u kojima je
selektivnost postignuta podeSavanjem reakcionih uslova, mogu sresti alkil,
hidroksialkil, karboksialkil- i trifenil-etri, kao i razli¢iti, nitratni, fosfatni, halogeni,
sulfatni i sulfonatni estri polisaharida [12, 13]. Jednako vazna prednost zasniva se na
jednostavnijem postupku karakterizacije derivata dobijenih primenom selektivne
metode. Naime, nasumi¢na modifikacija, do koje dolazi primenom neselektivnih
reakcija, u mnogome otezava odredivanje taéne pozicije supsituenata u polisaharidnom
lancu [14].

Vrlo vazno polje primene selektivne modifikacije polisaharida jeste sinteza derivata
definisane strukture i svojstava kao S§to su viskoznost, hidrofobnost/hidrofilnost,
gelirajuca svojstva, formiranje kompleksa sa metalima, kapacitet sorpcije i ponasanje u
rastvorima. Selektivne metode veoma su znacajne i sa stanovista biomedicine, ¢ijom
primenom je omogucena kontrola aktivnosti bioloski aktivnih polisaharida kao i
procena uticaja strukture na svojstvo bioaktivnosti (npr. antikoagulatni, antitumorni
agensi). Kod pripreme bioloskih supstrata (enzima, proteina, itd.) i konjugata
polisaharida primena ovih metoda svodi na minimum, ili potpuno iskljucuje hemijske
reakcije umrezavanja i pojavu sporednih reakcionih proizvoda. Takode, omoguéena je
bolja kontrola strukture preparata kao sto su imunoregulatori i proteini sa specificnim
receptorima. Modifikovani polisaharidi uspesno se primenjuju u formulacijama za
kontrolisano otpustanje lekovitih supstanci i uklanjanje teSkih metala, za pripremu
selektivno propustljivin membrana i supstrata za elektroforezu i hromatografiju, kao i za

imobilizaciju enzima i ¢elija.



Detaljan pregled metoda hemijske i enzimske derivatizacije polisaharida dat je jos
osamdesetih godina proSlog veka [15]. U ovom preglednom radu metode su
klasifikovane na osnovu vrste funkcionalne grupe koja je predmet modifikacije, bez
posebnog osvrta na selektivnost. Metode za uklanjanje sulfatne, acetilne i piruvatne
grupe iz strukture polisaharida, kao i metode dobijanja manjih molekula polazeé¢i od
polisaharida, detljano su opisane od strane razli¢itih autora [16].

U nastavku, bi¢e dat pregled savremene literature koja se ti¢e hemijskinh modifikacija u
kojima osnovni lanac polisaharida ostaje neizmenjen, odnosno, ocuvana je
polisaharidna struktura proizvoda reakcije. Osnovne strukturne jedinice polisaharida

¢ije ¢e modifikacije biti opisane prikazane su na Slici 1.1.
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Slika 1.1 Stuktura monosaharida koji ulaze u sastav razlicitih polisaharida.



1.1 Reakcije hidroksilne grupe polisaharida

Reakcije u kojima ucestvuju hidroksilne grupe monosaharida obuhvataju formiranje
etara i estara kao krajnjih proizvoda. Kod ove vrste reakcija stepen supstitucije (DS)
varira, pa moze biti veoma nizak kada je derivatizovano samo nekoliko hidroksilnih
grupa u lancu, i veoma visok, kada su sve dostupne hidroksilne grupe proreagovale u
postupku modifikacije. Kako su reakcije najces¢e regioselektivne i samo jedna
hidroksilna grupa monosaharidne jedinice ucestvuje u reakciji, DS vrednost obi¢no se
nalazi izmedu dve ekstremne vrednosti. lako regioselektivne reakcije pruzaju
mogucnost dobijanja proizvoda ta¢no definisane strukture, u radu sa polisaharidima
postoje odredeni nedostaci primene ovog pristupa. Kod monomernih molekula, gde je
regioselektivnost nepotpuna (dolazi do formiranja regioizomera, di- i tri-supstituisanih
proizvoda reakcije, itd.) proizvod reakcije moze biti precis¢en od ostalih komponenti
kristalizacijom ili hromatografijom. Ove metode preciS¢avanja ne mogu se primeniti
kod polisaharida zbog postojanja kovalentnih veza izmedu monosaharidnih ostataka
definisane strukture i onih koji su nastali kao proizvod nasumi¢ne modifikacije. Zbog
toga, za sintezu polisaharidnih derivata homogene strukture neophodno je primeniti
reakcije modifikacije najviseg stepena regioslektivnosti.

1.1.1 Eterifikacija

Eterifikacija podrazumeva reakciju izmedu hidroksilne grupe polisaharida i agensa za
alkilovanje u prisustvu baze (Jednac¢ina 1.1). Kao agensi za alkilovanje uglavnom se

koriste alkil-halogenidi (hloridi, bromidi, jodidi) ili, nesto rede, alkil-sulfonati.
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Slika 1.2. Strukturne jednice nekih polisaharidnih etara.

Reakcije alkilacije najceS¢e se izvode u organskom rastvaracu, obzirom da agensi za
alkilovanje podlezu hidrolizi u reakciji sa vodom. Strukturne jedinice nekih

polisaharidnih etara prikazane su na Slici 1.2.

Alkil i benzil-etri

Reakcije dobijanja celuloznih etara nesto su komplikovanije u odnosu na reakcije
dobijanja estara ovog polisaharida, ali su u homogenim sistemima ipak moguce uz
upotrebu odgovarajuéeg rastvaraca. Pokazano je da je za ovu vrstu reakcije najpogodniji
rastvara¢  1,3-dimetil-2-imidazolidinon (DMI)/litijum-hlorid (LiCl) [11]. Potpuna
eterifikacija celuloze (tj. tri-O-alkilacija) postignuta je i u prisustvu drugih rastvaraca sa
razli¢itim alkil grupama [17-19]. Sli¢ni reakcioni uslovi uspesno su primenjeni za
eterifikaciju drugih polisaharida, kao sto su ksilan, amiloza, skrob, hitin i pululan [19-
23].

Karboksimetil-etri
Kaboksimetil celuloza je veoma vazan industrijski polimer, pa je sinteza derivata ovog

tipa ispitivana u najvecoj meri. U literaturi Su opisani nacini sinteze karboskimetil-etara

ksilana, guar gume i glukomanana [19, 24].



Hidroksietil-etri

Pored derivata celuloze, koji se industrijski proizvode u reakciji otvaranja epoksidnog
prstena, ovaj tretman, koji podrazumeva primenu etilen-oksida ili propilen-oksida i

natrijum-hidroksida, uspesno je primenjen i za sintezu etara ksilana i guar gume [19].

1.1.2 Esterifikacija

Esterifikacija podrazumeva reakciju izmedu hidroksilne grupe saharida i agensa za

acilovanje, po mehanizmu predstavljenim u Jednacini 1.2.
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Na Slici 1.3 prikazani su primeri strukure karboksilatnih i sulfonatnih estara.
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Slika 1.3. Opsta struktura polisaharidnih estara: a) karboksilatni; b) sulfonatni.

Acetatni i drugi karboksilatni estri

U jako kiseloj sredini, karboksilatni estri mogu se dobiti koris¢enjem karboksilnih
kiselina kao agenasa za acilovanje (Fisher-ova esterifikacija), dok se u baznoj sredini
dobijaju koris¢enjem reaktivnijih derivata kao $to su hloridi i anhidridi kiselina.
Primena sumporne kiseline kao katalizatora u reakciji Fisher-ove esterifikacije dovodi
do parcijalnog sulfonovanja proizvoda, pa nije moguce dobiti triacetatne estre. UspeSna

sinteza triacetatnih estara moguca je u prisustvu perhlorne kiseline (HCIO,), jer izmedu



ovog katalizatora i celuloze ne dolazi do uspostavljanja kovalentne veze u toku reakcije.
Reakcija sa reaktivnijim derivatima kiselina zahteva prisustvo baze u stehiometrijskom

odnosu (piridin, trietilamin).

Na osnovu agregatnog stanja reaktanata i proizvoda, reakcije dobijanja karboksilatnih
estara mogu se podeliti na homogene i heterogene. Homogene reakcije podrazumevaju
rastvorljivost polisaharida u reakcionom medijumu. Kod heterogenih reakcija polazni
polisaharid je nerastvoran u reakcionom medijumu i do rastvaranja dolazi naknadno u
toku reakcije. U Tabeli 1.1 dat je literaturni pregled homogenih i heterogenih reakcija

dobijanja karboksilatnih estara razli¢itih polisaharida.

Tabela 1.1. Literaturni pregled homogenih i heterogenih reakcija dobijanja
karboksilatnih estara polisaharida.

Homogene reakcije

Polisaharid Rastvarad Agens za Literatura
acilovanje/katalizator
Celuloza Dimetilacetamid Propionil- [25]
(DMA)/LICI hlorid/trietilamin
Skrob DMAV/LICI Acil-hlorid/piridin [26]
Ksilan Dimetilformamid | Acetanhidrid/piridin [27]
(DMF)/LiCI
Alginat DMSOltetra-n- Acetanhidrid/piridin [28]

butilamonijum
fluorid (TBAF)
Hitozan Voda Karboksilna [29]
kiselina(C2-C9)/H,SO4
Heterogene reakcije

Celuloza Piridin Hlorid kiseline [30]
Glukomanan Benzen Palmitoil-hlorid/piridin [31]
Arabinoksilan | Anhidrid kiseline | Metansulfonska kiselina [32]

Sufonatni estri

Sulfonatni estri podlezu nukleofilnim supstitucijama po Sy2 mehanizmu, o ¢emu Ce biti
re¢i u nastavku, pa se njihova primena zasniva upravo na ovom aspektu reaktivnosti.
Reakcija sinteze sulfonatnih estara odlikuje se visokom regiselektivno$éu i odvija se

posredstvom primarnih OH grupa u strukturi polisaharida. Najces¢i polisaharidni
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sulfonatni estri su toluensulfonati (tozilati) i metansulfonati (mezilati) [33]. Tozilati se
dobijaju u heterogenoj reakciji polisaharida sa tozil-hloridom u prisustvu piridina. Kod
reakcija u heterogenoj sredini zbog visokih temperaratura i dugih vremena reakcije
Cesto dolazi do pojave sporednih proizvoda. Stvaranje sporednih proizvoda svedeno je
na minimum kod reakcija u homogenoj sredini [34]. Tozilacijom i mezilacijom celuloze
u rastvoru DMA/LICI dobijeni su derivati uredene strukture. Nedavno je objavljena
studija uspeSne tozilacije celuloze u homogenoj sredini, koris¢enjem jonske te¢nosti
[35]. Jednako uspes$no sintetisani su i sulfonatni estri drugih polisaharida kao $to su

hitin, dekstran, glukomanan i pululan [19, 36-38].

Vazno je napomenuti da se estri polisaharida mogu uspeSno sintetisati pod uslovima
Mitsunobu-ove reakcije, koja predstavlja konvencionalnu reakciju kondenzacije izmedu
alkoholne funkcije i nukleofilne karboksilne kiseline. U osnovi Mitsunobu-ove reakcije
je oksidoredukcija koja se odvija izmedu dietilazodikarboksilata, oksidacionog agensa, i
trifenilfosfina, koji se dodaje u svojstvu redukcionog sredstva. Mehanizam ukljucuje
aktivaciju alkoholne grupe i stvaranje odlazeée fosfonijum grupe, koja se u narednom
stupnju zamenjuje nukleofilom. Ova reakcija se odlikuje regioselektivnoscu i visokim
prinosima, a u supstituciji obi¢no ucestvuje primarna alkoholna grupa [39]. Bez obzira

na prednosti koje nudi, ova reakcija se ne primenjuje ¢esto za modifikaciju polisaharida.

1.1.3 Regioselektivnost reakcija eterifikacije i esterifikacije

U reakcijama eterifikacije i esterifikacije, skoro bez izuzetka, ucestvuju primarne
hidroksilne grupe. Razlika u reaktivnosti izmedu primarnih i sekundarnih OH grupa
moze da varira, pa je cCesto vrlo teSko uvideti jasnu razliku kada je u pitanju
regioselektivnost reakcije u odnosu na OH grupe C6 atoma i svih ostalih OH grupa koje
se mogu nac¢i na C2, C3 i C4 atomima monosaharidne jedinice. Konstanta brzine
reakcije supstitucije u kojima ucestvuju primarne i sekundarne OH grupe u toku reakcije
je nepromenljiva, pa ukoliko primarne grupe reaguju brze, njihova koncentracija u toku
reakcije opada ve¢om brzinom. Stoga, kako reakcija napreduje, brzine reakcije
primarnih i sekundarnih OH grupa postaju priblizno jedanke, $to dovodi do smanjenja
regioselektivnosti. Medusobne razlike u reaktivnosti sekundarnih OH grupa koje ulaze u

sastav jednog polisaharida veoma je teSko odrediti. Smatra se da je reaktivnost ovih
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grupa u organskim rastvaracima priblizno jednaka, pa se etarske i estarske veze sa
jednakom verovatno¢om mogu formirati posredstvom bilo koje sekundarne OH grupe
[40].

1.1.4 Mehanizam reakcija nukleofilne supstitucije kod polisaharida

Do zamene funkcionalne OH grupe polisaharida drugom funkcionalnom grupom dolazi
u reakciji nukleofilne supstitucije, koja se moze odvijati putem dva razli¢ita mehanizma:
monomolekulska nukleofilna supstitucija (Sny1) i bimolekulska nukleofilna supstitucija
(Sn2). Sn1 mehanizam ima dva stupnja. U prvom stupnju, najpre se udalji odlazeca
grupa, nakon ¢ega se formira karbokatjon. U drugom stupnju, nukleofilni reagens
napada karbokatjon i formira sigma vezu. S druge strane, reakcija po Sy2 mehanizmu
ima samo jedan stupanj u kome se napad nukleofila i uklanjanje odlaze¢e grupe odvija
istovremeno. Za razliku od alifati¢nih ugljovodonika, kod polisaharida se reakcija
nukleofilne supstitucije gotovo nikada ne odvija po Sy1 mehanizmu, bez obzira da li je
reagujuca OH grupa primarna ili sekundarna. Karbokatjon, formiran u prvom stupnju
reakcije koja prati Sy1 mehanizam, snazno je destabilisan privlaéenjem slobodnih
elektronskih parova hidroksilnih grupa, pa se sve reakcije nukleofilne supstitucije kod
polisaharida odvijaju po Sn2 mehanizmu. Sterne smetnje, kao i nepovoljan elektronski
efekat (efekat polja), uzrokovan neposrednom blizinom alkoksi i aciloksi grupa,
destabilizuje sekundarne OH grupe i ¢ini saharidni elekrofil nedovoljno reaktivnim i u
reakcijama po Sn2 mehanizmu. Ovaj emprijski efekat naziva se Oldham-Rutherford-
ovo pravilo [41]. Cinjenica da reakcije po Sx2 mehnizmu daju visoke prinose pri sintezi
monosaharidnih derivata, a da su gotovo neprimenjive kod polisaharida, predstavlja

izuzetan izazov u oblasti hemije polisaharida.

1.1.5 Halogenovanje

Jedan od nacina za uvodenje halogene grupe jeste tretman C-6 sulfonata solima
halogenida u prisustvu acetona kao rastvarata (Finkelstein-ova reakcija) [33].
Nedostatak ove metode ogleda se u tome Sto se, polaze¢i od nativnih polisaharida,
sinteza halogenida ne odvija u jednom koraku, ve¢ ukljucuje medukorak sinteze

sulfonata. Polisaharidi mogu biti halogenovani direktno, primenom klasi¢nih agenasa za
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halogenovanje kao S§to je tionil-hlorid (SOCI,), pri ¢emu se moze obezbediti
regioselektivnost bez prethodne zastite ostalih reaktivnih funkcionalnih grupa. U slucaju
celuloze, najpre ¢e biti halogenovan C-6 atom monosaharidne jedinice. Pod odredenim
uslovima do halogenovanja moze do¢i i na C-3 atomu, dok atom C-2 obi¢no ne

ucestvuje U reakciji [42]. Dva pomenuta nacina za uvodenje halogene grupe prikazana

su na Slici 1.4.
OTs
0
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Slika 1.4. Reakcija halogenovanja celuloze (a) iz sulfonata u reakciji sa solima
halogenida; (b) direktno u reakcji sa SOCl,.

U Tabeli 1.2 dat je literaturni pregled reakcija dobijanja halogenih derivata razli¢itih
polisaharida.

Tabela 1.2. Literaturni pregled reakcija dobijanja halogenih derivata polisaharida.

Hlorovanje
Polisaharid Rastvara¢ Agens za Literatura
halogenovanje/
katalizator
Celuloza (DMA)/LICI | N-hlorsukcinimid [43]
(NCS)/trifenilfosfin
(PPh3)/LiCI
Amiloza (DMF)/LiCI CH3SO,ClI [44]
Inulin DMF CH3SO,CI [45]
Pululan DMF CH3SO,ClI [46]
Bromovanje
Celuloza DMA/litijum- | Tribromoimidazol/ | [47]
bromid PPhs/imidazol
(LiBr)
Amiloza DMF/LiBr N-bromsukcinimid | [44]
(NBS)/PPh;
Hitin DMA/LIBr N-bromsukcinimid | [48]
(NBS)/PPh;
Kurdlan DMF/LICI CBr,4/PPhs [49]
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1.1.6 Aminacija

Modifikacija strukture polisaharida uvodenjem razli¢itih grupa koje sadrze azot u
reakcijama nukleofilne supstitucije nije ispitana u velikoj meri. Kao nukleofili, u ovim

reakcijama mogu se koristiti amini ili azidi (Slika 1.5).

X N,
0 NaN 0
éxgm&w@hé — “%g;&w&é
OH OH
X=Br, OTs
R.\TH;& Redukcija\l
NHR NH,
gho/ﬂoig g“OéSL,O“@
HO OL HO OH

Slika 1.5. Uvodenje amino grupe primenom amina i azida.

U reakcijama ovog tipa prednost primene azida u odnosu na amine zasniva se na
monovalentnosti azota u ovim jedinjenjima, zbog koje je isklju¢ena mogucnost
visestruke supstitucije i stvaranja umrezenja [50]. Uvodenjem azidne grupe uspesno su
sintetisani razli¢iti derivati celuloze [51], skroba [52], kurdlana [49], hitozana [53],
pululana i dekstrana [54], dok su u prisustvu amina sintetisani isklju¢ivo derivati
celuloze [55-57].

1.2 Oksidacija polisaharida

U zavisnosti od uslova pod kojima se izvodi, reakcija oksidacije polisaharida moze
rezultovati derivatima razli¢ite strukture (Slika 1.6). Primarna alkoholna grupa (npr. na
C-6 atomu celuloze ili amiloze) moze biti oksidovana do aldehida ili dalje do
karboksilne kiseline. Oksidacija do karboksilne kiseline vodi do formiranja poliuronske

strukture polisaharida, karakteristi¢ne za pektine i alginate.
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Slika 1.6. Razliciti proizvodi reakcije oksidacije polisaharida: a) oksidacija primarne
OH grupe; b) oksidativno raskidanje diolne veze.

Drugi nacin oksidacije podrazumeva reakciju otvaranja prstena usled oksidativnog
raskidanja 1,2-diolne veze u strukturi polisaharida, pri ¢emu nastaju dikarbonilna
jedinjenja. Struktura koja je podlozna ovoj vrsti oksidacije karakteristicna je za

celulozu, amilozu i ksilozu [38].

1.2.1 Oksidacija primarne alkoholne grupe

Do oksidacije primarne OH grupe monosaharida dolazi dejstvom kiseonika u prisustvu
platine kao katalizatora [58]. Moguénost ponovne upotrebe katalizatora i odsustvo
nezeljenih sporednih proizvoda ¢ini ovu metodu veoma atraktivnom.

Kada je re¢ o oksidaciji polisaharida, pomenuti postupak ima veliki nedostatak zbog
generalno niskog stepena oksidacije koji se javlja usled heterogenih uslova reakcije
uspostavljenih u ovom sistemu [59]. Ipak, u literaturi su opisane sinteze u kojima su
primenom ove metode dobijeni uronski derivati inulina i galaktana zadovoljavajuceg
stepena oksidacije [60, 61].

Pocetkom devedesetih godina proslog veka, Van Bekkum je doSao do saznanja da se
katalizator, 2,2,6,6-tetrametil-piperidin-1-il)oksil (TEMPQO), moze koristiti za
regioselektivnu oksidaciju primarnih OH grupa polisaharida u homogenim uslovima, pri
¢emu je moguénost reakcije sekundarnih OH grupa potpuno isklju¢ena [62]. Upotreba

ovog katalizatora pogoduje kod veoma selektivnih oksidacija na C-6 atomima nekih

15



polisaharida kao $to su pululan i skrob [63]. Na osnovu analize 13C NMR spektra
proizvoda oksidacije, procenjena selektivnost ove reakcije u odnosu na primarne
alkoholne grupe veéa je od 95%. Cinjenica da se oksidacijom dobijaju derivati
poliuronske strukture znatno vecée rastvorljivosti svakako je doprinela $iroj primeni ove
metode modifikacije. U polisaharide koji su uspesno oksidovani primenom TEMPO
katalizatora spadaju skrob, amiloza, amilopektin, amilodekstrin, dekstran, pululan,

alternan, inulin, hitin, hitozan i celuloza [62-66].

1.2.2 Oksidativno raskidanje 1,2-diolne veze

Za reakciju oksidativnog raskidanja 1,2-diolne veze izmedu C-2 i C-3 atoma, u kojoj
dolazi do otvaranja prstena monosaharidne jedinice, veoma Cesto se koriste perjodati. U
ovoj reakciji najpre dolazi do formiranja aldehida, koji se dalje oksiduje do karboksilne
Kiseline. Uspesnost ovog postupka, uz primenu razli¢itih oksidanata, ispitan je na
primeru oksidacije skroba i maltodekstrina [58]. Primena oksidanata kao §to su
tungstat/H,O; i hipohlorit, dovela je do znaCajne degradacije polisaharidnog lanca.
Najbolji rezultati dobijeni su u rekciji koja se odvija u dva stupnja. U prvom stupnju
delovanjem perjodata dolazi do reakcije otvaranja prstena i formiranja aldehida, dok se
u drugom stupnju aldehid oksiduje do karboksilne kiseline primenom hipohlorita.
Utvrdeno je da su derivati dobijeni u reakciji otvaranja prstena podloZzniji kiselo-
katalizovanoj depolimerizaciji (npr. acetalna hidroliza) od njihovih neoksidovanih
analoga. Efikasnost ove oksidacije moze se poboljsati dodatkom soli metala, koje
dovode do narusavanja intramolekulskih vodoni¢nih veza i povecanja rastvorljivosti

polisaharida [38].

1.3 Reakcije karboksilne grupe polisaharida

1.3.1 Formiranje estara

U reakcijama esterifikacije, karboksilne grupe u strukturi polisaharida mogu se ponasati
kao elektrofili i kao nukleofili. Preduslov za formiranje estara u reakciji u kojoj je
karboksilna grupa elektrofil predstvlja aktivacija ove grupe, $to se moze posti¢i njenim
prevodenjem u hlorid ili primenom snaZznog kiselog Kkatalizatora (Fisher-ova

esterifikacija). Nakon aktivacije, karboksilna grupa u reakciji sa nukleofilom alkohola
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formira estar. Ovaj postupak ima odredene nedostatke koji ograni¢avaju njegovu
primenu u slucaju modifikacije polisaharidnih uronskih kiselina: (i) kompetitivna
reakcija izmedu molekula vode i alkoholnih nukleofila dovodi do hidrolize aktivirane
karboksilne grupe; (ii) nezasticene alkoholne grupe u strukturi polisaharida takode
ucestvuju u kompetitivnoj reakciji sa dodatim alkoholom, pa moze do¢i do formiranja
cikliénih proizvoda reakcije; (iif) Fisher-ova esterifikacija cesto dovodi do
depolimerizacije nativnog polisaharida. Drugi nacin podrazumeva deprotonovanje
kaboksilne grupe dejstvom slabe baze, pri ¢emu dolazi do stvaranja karboksilatnog
anjona. U ovom obliku, u reakciji esterifikacije sa razli¢itim agensima za alkilovanje,

karboksilna grupa ucestvuje kao nukleofil [67, 68].

1.3.2 Formiranje amida

Da bi stupili u reakciju sa aminima, uronske kiseline najpre se moraju prevesti u
aktivirani oblik. Aktivacija se u vecini sluCajeva ostvaruje uz pomo¢ agenasa za
kuplovanje kao S$to su N, N’-dicikloheksilkarbodiimid (DCCI) ili 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid (EDCI). U reakciji sa aminima i u prisustvu
vodorastvornog agensa za kuplovanje, EDCI, uronske kiseline alginata uspe$no su
prevedene u amide [69]. Amidi su uspe$no sintetisani i u rekciji tetrabutilamonijum soli
(TBA) alginata sa decilaminom. Kao rastvara¢ koris¢en je DMF, a kao agens za
kuplovanje 2-hloro-1-metilpiridinijum jodid (CMPI) [70]. U reakciji formiranja amida,
elektrofilni derivati karboksilnih kiselina mogu se javiti i u obliku estara. Estri reaguju
sa aminima u reakciji direktne aminolize. Primenom ovog postupka uspesno su

sintetisani amidi visokoesterifikovanog pektina pod heterogenim uslovima [71].

1.4 Reakcije amino grupe polisaharida

U reakcije u kojima saharidni azot ucestvuje kao nuklefil najéesce stupaju polisaharidi
sa slobodnom amino grupom u svojoj strukuri (npr. hitozan), ali se takode mogu sresti i
kod drugih aminovanih derivata. Kao proizvodi ovih reakcija mogu biti nagradeni
amidi, amini viSeg reda, amonijum soli ili imini. Zbog razlike u reaktivnosti kiseoni¢nih
I azotnih nukleofila, aminovane derivate moguce je sintetisati bez prethodne zastite

hidroksilnih grupa. Svakako, pod odredenim uslovima moze do¢i do O-alkilacije i O-
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acetilacije, ali se ovakav ishod moze izbec¢i izborom optimalnih reakcionih parametara,

pod kojima do derivatizacije dolazi iskljuc¢ivo na atomu azota.
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Slika 1.7. Sematski prikaz rekacija amino grupe.

Generalno, reakcije u kojima azot amino grupe polisaharida ucestvuje kao nukleofil
mogu se podeliti na reakcije alkilacije [72-74], reduktivne aminacije [75-77] i na
reakcije u kojima dolazi do formiranja imina [78] i amida [79, 80]. Sematski prikaz

mehanizama ovih reakcija prikazan je Slici 1.7.

1.5 Nezasiceni derivati polisaharida

Derivati polisaharida kod kojih se u strukuri gradivnih jedninica, monosaharida, mogu
naci dvostruke C=C veze nazivaju se nezasicenim. U zavisnosti od toga da li je jedan od

atoma ugljenika dvostrke C=C veze direktno vezan za atom kiseonika ili nije, razlikuju
se dve vrste celuloznih derivata ovog tipa: enolni etri i alkeni (Slika 1.8).
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Slika 1.8. Nezasiceni derivati a) 5,6-nezasiceni derivat celuloze (enolni etar); b) 2,3-
nezasiceni derivat celuloze (alken); ¢) 2,3-nezasiceni derivat pentoznog Secera.
Ocekivano, ove dve klase jedinjenja u velikoj meri se razlikuju po pitanju reaktivnosti.
Derivati celuloze kod kojih se nezasi¢enje nalazi izmedu C-5 i C-6 atoma pripadaju
klasi enolnih etara [81]. Osim derivata celuloze, sintetisani su i 5, 6-nezasiceni derivati
amiloze. U klasu alkena svrstavaju se derivati celuloze kod kojih se nezasi¢ena C=C
veza javlja se izmedu C-2 i C-3 atoma. Ksilan i amiloza se takode mogu prevesti u 2,3-

olefinski tip derivata [82].
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Poglavlje 11

2. Pektin: struktura, svojstva i metode modifikacije

Pektini su strukturno i funkcionalno najkompleksniji polisaharidi koji ucestvuju u
izgradnji celijskog zida biljaka, gde ¢ine oko 1/3 ukupne suve materije. Najveca
koncentracija pektina nalazi se u srednjoj lameli ¢elijskog zida 1 postepeno opada iduci
od primarnog zida ka plazma membrani [83]. Prvi put ga je izolovao i opisao Henri
Braconnot 1825. godine [84]. Rezultati brojnih istraZivanja ukazuju da pektin kao
strukturna komponenta ucestvuje u razliitim procesima kao $to su rast biljke,
morfogeneza, Celijska adhezija, hidratacija semena, razvoj korenog sistema, itd. [85,
86]. Makromolekul pektina se sastoji od nekoliko stotina do oko hiljadu saharidnih
jedinica povezanih u lancu, Sto odgovara prose¢noj molarnoj masi od 50 000 do 150
000 g/mol. Galakturonska kiselina (GalA) predstavlja osnovnu gradivnu jedinicu i
zastupljena je oko 70% u strukturi svih vrsta pektina. U molekulu pektina, jedinice
galakturonske kiseline povezane su kovalentno preko atoma kiseonika oznacenih kao
01i04.

\ Metil estri
v

O-acetil estri o (ofole)

Slika 2.1. Struktura homogalakturonana, HG.
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U strukturi pektina razlikuju se tri glavna polisaharida koja sadrze GalA u vecoj ili
manjoj meri. Najzastupljeniji medu njima je homogalakturonan (HG), linearni
homopolimer u ¢ijoj strukturi dominiraju ponavljajuci segmenti GalA povezani a-1, 4
glikozidnom vezom (Slika 2.1). Lanac HG moze biti delimi¢no metoksilovan na C-6
atomu i O-acetlovan na O-2 ili O-3 atomima galakturonske kiseline [87], a moze biti
esterifikovan i nekim drugim grupama c¢ija struktura nije do kraja razjasnjena [88, 89].
Acetilovane grupe HG karakteristi¢ne su za pektine izolovane iz Sec¢erne repe 1 krompira
[87]. Lanac HG obi¢no sadrzi oko 100-200 GalA jedinica, mada se u strukturi nekih
pektina mogu naéi i kraé¢i segmenti [90]. U ostale pektinske polisaharide, daleko
slozenije strukture, ubrajaju se ramnogalakturonan Il (RG II), ksilogalakturonan (XG),
apiogalakturonan (AG) i ramnogalakturonan |1 (RG I). Strukturni domeni pektinskih

polisaharida Sematski su prikazani na Slici 2.2.
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Slika 2.2. Sematski prikaz strukturnin domena pektinskih polisaharida.

U strukturi pektina RG | je zastupljen sa 20-35%. Osnovni lanac se sastoji od niza
ponavljajuc¢ih disaharidnih jedinica [-a-d-GalA-1,2-a-I-Rha-1-4-],, za koji mogu biti
vezane razliCite vrste Secera i oligosaharida u vidu bo¢nih lanaca [91, 92]. Tac¢an razlog

strukturne heterogenosti ovog domena nije poznat, ali svakako izaziva interesovanje
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velikog broja istrazivaca. U vecini slucajeva, 20 do 80% ramnozil ostataka RG-1 lanca
sadrzi pojedinacéne, linerane ili razgranate ostatke a-L-arabinofuranoze (Araf), i/ili -D-
galaktopiranoze (Galp), a njihova zastupljenost i duZina lanca varira u zavisnosti od

biljnog izvora iz kojeg je pektin izolovan [93].

Ramnogalakturonan 11 (RGII) je najkompleksniji pektinski polisaharid koji je u strukturi
pektina zastupljen sa 10% (Slika 2.3). Glavni lanac se sastoji od najmanje osam 1,4-a-
vezanih GalA ostataka, supstituisanih sa oko 12 razli¢itih tipova SeCera u boc¢nim
lancima, ukljucujuci apiozu, acernu kiselinu i 2-keto-3-deoksi-D-mano-oktulosonsku
kiselinu (KDO) [94]. Nonasaharid (bo¢ni lanac B) i oktasaharid (bo¢ni lanac A) vezani
su za C-2 atome ostataka GalA glavnog lanca, dok su dva strukturno razli¢ita disaharida
(bo¢ni lanci C i D) vezana za C-3 glavnog lanca. Druga dva supstituisana
galakturonana, ksilogalakturonan (XG) i apiogalakturonan (AG), zastupljeni su u
manjoj meri. XG nastaje O-3 supstitucijom GalA ostatka ksilozom [95]. Supstitucija
GalA ostataka apiozom na O-2 i O-3 atomima dovodi do formiranja apiogalakturonana,
polisaharida koji je prvi put izolovan iz biljnog tkiva lokvanja [96]. Ove biosintetske

modifikacije dovode do znacajnih promena funkcionalnih svojstva HG domena.
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Kako je za izolaciju HG, RG | i RG Il neophodno primeniti hemijski ili ezimski
postupak, veruje se da su ovi strukturni polisaharidi u makromolekulu pektina povezani
kovalentno. Ipak, ne postoji jedinstven stav 0 redosledu medusobnog povezivanja
pektinskih polisaharida, kao ni o na¢inu njihovog povezivanja sa ostalim polisaharidima
koji ucestvuju u izgradnji Celijskog zida biljaka. Najveéi broj objavljenih studija o
strukturi pektina govori u prilog tome da su ovi polisaharidi povezani u poredku koji je
Sematski prikazan na Slici 2.2 [93, 97, 98].

Odnos esterifikovanih u odnosu na ukupan broj GalA jedinica u pektinskom lancu
oznacen je kao stepen esterifikacije — DE. U odnosu na DE, pektini se klasifikuju na
visokoesterifikovane (HM) koji imaju vrednosti DE>50% i niskoesterifikovane (LM),
sa vrednostima DE<50%. Teorijski, vrednost stepena esterifikacije pektina moze
varirati od 0 do 100%, $to zavisi od faktora kao $to su vrsta biljke iz koje je izolovan, tip
i zrelost biljnog tkiva. Kod komercijalnih pektina vrednost DE obi¢no se nalazi u
intervalu od 60-75%. Ovaj parametar veoma je znaCajan za razumevanje mehanizma

geliranja i hidrodinamickih svojstava pektina [99].

2.1 Svojstva rastvora pektina

Pektini, kao i njihove jednovalentne katjonske soli, rastvorljivi su u vodi na sobnoj
temperaturi. Kompleksi koje pektin gradi sa dvovalentnim i trovalentnim jonima metala
slabo su rastvorni u vodi ili ¢esce, potpuno nerastvorni. U dodiru sa vodom, pektin

hidrira brzo i ima tendenciju da formira grudvice [100].

Razblazeni rastvori pektina su njutnovske te¢nosti, dok u umerenim koncentracijama
poprimaju nenjutnovske, pseudoplastiéne karakteristike. Rastvorljivost pektina i
viskoznost pektinskih rastvora zavisi od molarne mase, DE, koncentracije, pH vrednosti
rastvora, vrste i koncentracije razli¢itih jonskih vrsta prisutnih u rastvoru. Kako u svojoj
strukturi sadrze jonogene grupe, pektini se u vodenom rastvoru ponasaju kao
polielektroliti, odnosno dolazi do njihove disocijacije, usled koje na jednom
makromolekulskom lancu nastaje veci broj istoimeno naelektrisanih jona. Zbog toga, na
oblik ovakvih makromolekula u rastvoru, pored elasti¢nosti makromolekulskih lanaca,

interakcija makromolekul-rastvarac¢ i sternih smetnji izazvanih bo¢nim grupama, veliki
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uticaj imaju i elektrostaticke odbojne sile. Ove odbojne sile utiCu na smanjenje
savitljivosti makromolekulskih lanaca zbog Cega oni postaju ispruzeniji i zauzimaju
vecu zapreminu u rastvoru. Polijoni u rastvoru naj¢eSc¢e nisu uniformno rasporedeni, vec¢
dolazi do njihovog grupisanja i formiranja voluminoznih struktura koji se nazivaju
domeni ili klasteri [101]. Ove strukture takode doprinose rasipanju svetlosti i moraju se
posmatrati kao jos jedna komponenta sistema.

Jonizacija karboksilnih grupa se suzbija smanjenjem pH, $to dovodi do smanjenja
hidratacije karboksilnih grupa. Pri niskim vrednostima pH polisaharidni molekuli ne
odbijaju jedni druge celom svojom duzinom, ve¢ dolazi do formiranja zona umreZenja i
nastajanja gela. Prividne pK-vrednosti (pH pri 50% disocijacije) zavise od stepena
esterifikacije pektina, pa tako pektin sa DE=65% ima prividni pK od 3,55, dok
izmerena pK vrednost pektina sa DE= 0% iznosi 4,10 [102].

2.2 Geliranje pektina

Moguénost formiranja gela je najvaznije svojstvo pektina na kome se temelji njegova
industrijska upotreba. Proces geliranja pektina u velikoj meri zavisi od parametara kao
Sto su stepen esterifikacije, srednja molarna masa uzorka, jonska ja¢ina, temperatura,
pH, raspodela naelektrisanja duz polimernog lanca 1 prisustvo drugih rastvorenih
materija [103]. Visokoesterifikovani pektini formiraju gel pri pH vrednostima manjim
od 3,5 i u prisustvu vise od 55% Secera ili sli¢nih rastvorenih materija. Mehanizam
formiranja gela zasnovan je na hidrofobnim interakcijma koje se uspostavljaju izmedu
metoksilovanih grupa u strukturi pektina. Pri niskim pH vrednostima procesu formiranja
gela HM pektina doprinose vodoni¢ne veze koje umanjuju dejstvo elektrostatickih
odbojnih sila [104, 105]. Niskoesterifikovani pektini mogu formirati gel u prisustvu
Ca?* jona u Sirikom rasponu pH vrednosti rastvora, pri Gemu prisustvo Seéera nije
neophodno. Mehanizam geliranja se uglavnom opisuje primenom ‘’egg box’’ modela,
koji predvida intermolekulsko povezivanje GalA jedinica u paralelnim ili susednim
lancima, posredstvom Ca®* jona i karboksilnih grupa (Slika 2.4) [106]. Za
uspostavljanje “’egg box’’ strukture potrebno je 14-20 uzastopno rasporedenih
slobodnih karboksilnih grupa. Vrednost stepena esterifikacije ima potpuno drugaciji

uticaj na funkcionalna svojstva HM i LM pektina. Naime, povecanje stepena
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esterifikacije kod HM pektina dovodi do povecanja brzine kojom se formira gel, dok
kod LM pektina uti¢e na njeno smanjenje [107]. Osim stepena esterifikacije, znac¢ajan

uticaj na svojstva pektina ima i raspodela metoksi grupa.

Slika 2.4. Sematski prikaz geliranja LM pektina po “’egg box’’ modelu.

Utvrdeno je da blok raspodela metoksi grupa pospesuje geliranje u prisustvu Ca®* jona,
dok njihova nasumiéna raspodela ne pogoduje uspostavljanju ovih interakcija [108].
Takode, pokazano je da HM pektini koji poseduju blok raspodelu metoksi grupa
formiraju gel pri visim temperaturama u odnosu na pektine istog stepena esterifikacije
kod kojih je rapodela ovih grupa uniformnija [107]. Ispitivanjem Kineti¢ih parametara
utvrdeno je da se proces formiranja gela najbolje mozZe opisati primenom modela

pseudo-drugog reda, o éemu ¢e biti viSe re¢i u nastavku [109].

£ L0 HO
“oH o”
c
ol
OCH, H.CO_
P
o
o )

7 A N\
C (Ca /c~—-
o = y &

Slika 2.5. Sematski prikaz geliranja amidovanih pektina u prisustvu Ca®* jona.

Amidacija pektina pospesuje geliranje u prisustvu dvovalentnih jona zbog moguénosti
uspostavljanja vodoni¢nih veza izmedu —NH; grupa u strukturi ovih derivata (Slika 2.5)
[110].
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2.3 lzvori, proizvodnja i primena pektina

lako se moze naci u vecini biljnih tkiva, izvori koji se koriste za komercijalnu
proizvodnju pektina su ograni¢eni. Kao §to je ve¢ napomenuto, pektini izolovani iz
razli¢itih biljnih izvora imaju razli¢ita funkcionalna svojstva (DE, molarna masa), od
kojih neka ne pogoduju njihovoj primeni u komercijalne svrhe. Komercijalni pektini se
uglavnom dobijaju ekstrakcijom iz kore citrusa i jabu¢ne kase, koji nastaju kao sporedni
proizvodi postupka proizvodnje voénih sokova. U odnosu na ukupan sadrzaj suve
materije, pektin je u jabucnoj kasi zastupljen sa 10-15%, a u kori citrusa sa 20-30%. U
alternativne izvore pektina spada i biljni otpad koji nastaje preradom Secerne repe,
suncokreta i manga [107].

Optimalna temperatura za ekstrakciju pektina moze se posti¢i direktnim kljuc¢anjem ili
mikrotalasnim zagrevanjem voc¢ne kaSe, pa su ha osnovu ovog kriterijuma klasifikovane
i najéesce koris¢ene industrijske metode dobijanja pektina [111]. Kod metode direktnog
klju¢anja vo¢na kaSa se najpre izlaze delovanju visokih temperatura, nakon cega se
ekstrakcija pektina vrsi kiselim vodenim rastvorima (pH=2). Talozenje pektina se
postize primenom etanola ili izopropil alkohola. Ceo postupak ekstrakcije traje 2-4 h.
Zbog relativno dugog perioda izlozenosti direktnom zagrevanju, U ovom postupku ¢esto
dolazi do termicke degradacije pektina [112]. Vreme ekstrakcije znatno se smanjuje
primenom mikrotalasnog zagrevanja (na 15 min), pri ¢emu je mogucnost degradacije
potpuno iskljucena. Zbog dejstva visokog pritiska dolazi do razaranja Celijske strukture i
povecanja kapilarne poroznosti materijala iz kojeg se pektin ekstrahuje, pa primena ove
metode obezbeduje bolje prodiranje rastvaraca i vece prinose ekstrakcije.

Pektini najcesce nalaze primenu kao sredstva za geliranje, uguséivaci i stabilizatori.
Kao gradivna komponenta voca i povréa i sastojak koji se nalazi u formulacijama
razli¢itih komercijalnih proizvoda dostupnih na trziStu, pektin predstavlja i sastavni deo
ljudske ishrane. Procenjen unos pektina kroz konzumaciju 500 g voéa i povréa na
dnevnom nivou iznosi 5g [113]. Pod dejstvom mikroorganizama, varenje pektina
zapocinje u debelom crevu gde dolazi do njegove degradacije na masne kiseline kratkog
lanca koje pokazuju prebioticku aktivnost. Upotreba pektina u ishrani ima pozitivan
uticaj na smanjenje nivoa holesterola u krvi. Naime, promena pH vrednosti u
intestinalnom traktu dovodi do povecanja viskoznosti pektina, usled ¢ega se smanjuje

apsorpcija holesterola iz hrane ili Zuci. Razlidite vrste pektina koriste se kao
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mukoadhezivna sredstva u gastrointestinalnom traktu [114]. Zajedno sa ostalim
viskoznim polianjonima kao Sto je karagenan, pektin se Koristi za obezbedenje
stabilnosti koloidnih rastvora kazeina (npr. u mle¢nim proizvodima). Pozitivna svojstva
ovog prirodnog polimera uticala su na prosirenje polja njegove primene u oblasti
medicine i farmacije, pa pektin ulazi u brojne formulacije sistema za kontrolisano
otpustanje lekovitih supstanci. Zbog potvrdene antimikrobne aktivnosti primenjuje se
kao prirodni profilaktik. Pored kaolinita, preparati na bazi pektina spadaju u red
najprimenjenijih lekovitih sredstava koja potpomazu uspostavljanje normalne funkcije
organa za varenje [115]. Zbog dobrih film-formirajucih svojstava, potencijal primene
pektina prepoznat je u oblasti ambalaznih materijala. Filmovi na bazi ovog polisharida
obezbeduju zadovoljavajuca barijerna svojstva prema kiseoniku, lipidima, kao i
organskim molekulima koji su nosioci aroma i mirisa [7]. Mogu biti pripremljeni
primenom razli¢itih tehnika kao $to su otparavanje ratvaraca, ekstruzija, sprej depozicija
I izvlaenje uz pomo¢ aplikatora. Metoda otparavanja rastvaraca sastoji se u izlivanju
film-formiraju¢eg rastvora na ravnu i nelepljivu povrsinu, sa koje je moguce ukloniti
film nakon suSenja. Kao rastvaraCi se najceSce koriste voda i etanol, ili njihova
kombinacija [116]. Zbog jednostavnosti, ova metoda se najceSCe primenjuje u
laboratorijskim uslovima. Na industrijskom nivou, filmovi na bazi polisaharida najcesce
se dobijaju u kontinualnom postupku izvlacenja primenom odgovarajuceg aplikatora
(noz, valjak) [117]. lako prepoznata kao veoma efikasna metoda za pripremu
ambalaznih filmova, ekstruzija nije u dovoljnoj meri zastupljena kada je re¢ o
filmovima na bazi pektina. U literaturi se moze nac¢i samo nekoliko studija koje se
odnose na primenu ove metode za dobijanje filmova na bazi skroba i pektina, u kojima
je pektin kao komponenta zastupljen sa manjim udelom [118-120]. Sprej depozicija
podrazumeva rasprsivanje rastvora ili disperzije polimera po povrsini ¢vrstog materijala,

nakon ¢ega dolazi do otparavanja rastvaraca i formiranja konzistentnog filma [121].
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2.4 Modifikacije pektina

Poslednjih godina velika paZznja posvecena je ispitivanju mogucnosti primene pektina u
razli¢ite svrhe. Ipak, Sira primena ograni¢ena je postojanjem odredenih nedostataka Koji
su usko vezani za strukturna svojstva ovog polisaharida. Tako na primer, upotreba HM
pektina u medicinske svrhe onemogucena je ¢injenicom da do formiranja gela dolazi u
prisustvu visoke koncentracije saharoze, $to ne pogoduje pacijentima sa dijagnozom
dijabetesa [122]. Izrazita hidrofilnost pektina dovodi do brze hidratacije, bubrenja i
erozije, pa je kontrolisano otpustanje lekovitih supstanci iz preparata na bazi ovog
polisaharida vrlo problematicno [123]. S druge strane, tendencija ka stvaranju
aglomerata otezava rastvaranje pektina u vodenoj sredini [124]. Filmovi na bazi pektina
poseduju losa mehanicka svojstva i ne predstavljaju dovoljno dobru barijeru za transport
vodene pare [125-128].

U cilju prevazilazenja pomenutih prepreka, pektin se vrlo c¢esto podvrgava
modifikacijama, koje se sprovode sa ciljem prilagodavanja postojeéih ili kreiranja novih
funkcionalnih svojstava u odnosu na zeljenu primenu. Veliki broj hidroksilnih i
karboksilnih grupa u osnovnom lancu pektina ¢ini ovaj polisaharid pogodnim za veliki
broj fizickih i hemijskih modifikacija. U zavisnosti od tipa reakcije, pektin moze biti
modifikovan na razli¢ite nacine: supstitucijom (alkilacija, amidacija, kvarternizacija,
tiolacija, oksidacija, itd.), povecanjem duzine polimernog lanca, (kalemljenje i
umrezavanje) i depolimerizacijom (hemijska, fizi¢ka i enzimska degradacija). U odeljku
koji sledi bice dat literaturni pregled najcesce koris¢enih metoda modifikacije pektina,
sa posebnim osvrtom na specifi¢nu primenu. S tim u vezi, bice dat i pregled propisa koji

se tiu bezbednosne procene primene materijala na bazi modifikovanog pektina.

2.4.1 Alkilacija karboksilne grupe pektina

Alkilovanje karboksilne grupe u reakciji esterifikacije najces¢e se sprovodi u cilju
povecanja hidrofobnosti pektina [3, 4]. U strukturi pektina vrlo ¢esto je prisutna metoksi
grupa (-OCHj3), a postupak esterifikacije u kome se karboksilna grupa prevodi u metoksi
grupu naziva se metoksilacija. U zavisnosti od Zeljenog stepena metoksilacije,
primenjuju se razli¢ite metode. Najces¢e koriS¢ena metoda podrazumeva tretman

pektina metanolom u prisustvu sumporne ili hlorovodoni¢ne kiseline kao katalizatora
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[129]. Zbog primene agresivnih reaktanata moze doc¢i do raskidanja glikozidnih veza i
degradacije pektina, pa se ova reakcija izvodi na temperaturama od 0-5 °C, $to znatno
produzuje vreme neophodno za potpunu metoksilaciju. U reakcji tetrabutilamonijum
(TBA) pektinata i metil-jodida u dimetilsulfoksidu, mogu se dobiti derivati pektina sa
stepenom estrifikacije ve¢im od 60% [130]. Potpuna metoksilacija pektina, minimalna
degradacija i znatno smanjenje vremena reakcije moze se posti¢i primenom
anhidrovanog metanola i acetil-hlorida, u postupku koji su razvili Rosenbohm i
saradnici [131]. Reakcija uklanjanja metoksi grupe iz strukture galakturonske kiseline
naziva se demetoksilacija. Na industrijskom nivou, LM pektini se dobijaju polazeci od
HM pektina u hemijskom postupku kiselo [132] ili bazno katalizovane demetoksilacije
[133], ili enzimatski, primenom metil esteraza [134]. Mehanizam demetoksilacije i
struktura nagradenih derivata u velikoj meri zavise od izbora metode, pa tako u
prisustvu baza dolazi do nasumicne demetoksilacije [135], dok se primenom enzima
dobijaju proizvodi uredene strukture [136].

Posredstvom karboksilne grupe, alkilacijom se u pektinski lanac mogu uvesti i alkil
grupe sa ve¢im brojem C atoma. Derivati ove vrste se obi¢no dobijaju u reakciji TBA
soli pektina sa odgovaraju¢im alkil-halogenidima (Slika 2.6) [4]. Alkil estri pektina
mogu se dobiti i primenom drugih postupaka, Kklasifikovanih na osnovu hemijskih
reagenasa kori$¢enih u reakciji modifikacije: diizoalkan metoda, trietil ortoacetat

metoda i metoda alkanoil/p-toluensulfonske kiseline [137].

COOH COOTBA

TBA"OH- O_H
\f‘so 01“ —> %
Q" H H o" H

COOCH; COOCH;

COOR
0O _H
i idi H
Alkil halogenidi S H Y
DSHO o - 0¥
: H R=alkil
H OH

Slika 2.6. Alkilacija pektina primenom alkil halogenida.
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2.4.2 Acilovanje hidroksilne grupe pektina

Acetilacija je jedna od najvaznijih reakcija acilovanja hidroksilnih grupa pektina.
Galakturonske kiseline pektina izolovanog iz Se¢erne repe [138], krompira [139] i
suncokreta [140] mogu biti prirodno acetilovane. U zavisnosti od specificne primene,
uticaj acetil grupe na odredena svojstva pektina moze biti ocenjen kao pozitivan ili
negativan. Tako na primer, sterne smetnje uzrokovane pisustvom acetil grupe
onemogucavaju povezivanje dve susedne karboksilne grupe jonom kalcijuma, S$to
dovodi do inhibicije formiranja kompleksa sa ovim metalom [130]. S druge strane,
smanjena polarnost i rastvorljivost ovih derivata ima pozitivan uticaj na njihovu
primenu kao emulgatora, stabilizatora i nosaca za kontrolisano otpustanje lekovitih
supstanci [123, 141]. Reakcija acetilacije moze biti izvedena u homogenoj ili
heterogenoj sredini, Sto u velikoj meri utice na raspodelu acetil grupa duz pektinskog
lanca [130, 142]. Generalno, sinteza ovih derivata naj¢es¢e se izvodi u prisustvu
anhidrida kiseline i jedne od tri kombinacije rastvarac¢/katalizator: DMSO/N-
metilimidazol, DMSO/piridin, formamid/piridin. Pektin je uspe$no acilovan i u
prisustvu anhidrida nezasi¢enih kiselina, palmitinske, oleinske 1 linolne kiseline. Sve
esterifikacije su izvedene u prisustvu baznog katalizatora, bez upotrebe rastvaraca (Slika
2.7). Ova hemijska modifikacija pokazala se kao efikasna, ekonomicna i ekoloski
prihvatljiva, a kao proizvod dobijen je hidrofobni derivat pektina povecane otpornosti

prema vodi [143].
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Slika 2.7. Esterifikacija OH grupe pektina primenom palmitinske, oleinske i linolne
kiseline [143].

2.4.3 Amidacija pektina

Najcesce koris¢eni amidovani derivati pektina u svojoj strukturi sadrze primarnu amido
grupu —CO-NH,, Karakterisu ih veoma dobra geliraju¢a svojstva, §to ih ¢ini veoma
pogodnim za pripremu Cestica hidrogela za kontrolisano otpustanje aktivnih
komponenti. Gelovi na bazi ovih derivata su termoreverzibilni i pokazuju smanjenu
osetljivost na promenu pH sredine [144, 145].

Amidovani pektini koji u strukturi sadrze primarnu amido grupu najcesce se dobijaju u
reakciji amonolize metoksi grupa HM pektina u anhidrovanom metanolu (Slika 2.8). U
ovom postupku dolazi do alkalne demetoksilacije i zamene metoksi grupa amino
grupama [146]. Amidovani derivati koji sadrze grupu generalne strukture -CO-NHR (R
= OH) mogu se dobiti u reakciji visokoesterifikovanih pektina i hidroksilamina [147].
Ispitivanja su pokazala da derivati sintetisani na ovaj naéin pokazuju povecanu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na nativni pektin.

U reakciji visokoesterifikovanih pektina sa primarnim aminima dobijaju se amidovani
derivati koji u svojoj strukturi poseduju sekundarnu amido grupu, opste formule -CO-
NHR (R = ugljeni¢ni radikali). Ovi derivati najéeS¢e se dobijaju u reakciji

visokoesterifikovanih pektina sa primarnim aminima u metanolu, a mogu se dobiti i u
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vodenoj sredini primenom enzima-proteaza i odgovaraju¢ih amina ili aminokiselina
[148].

O, ,O-CHj
C RNH
o) 2
— -
HO
CH;OH

R= H, OH, ugljeni&ni radikal

Slika 2.8. Amidacija pektina.

2.4.4 Kvaternizacija pektina

Kvaternizacija je postupak modifikacije pektina u kojem se mogu dobiti njegovi
katjonski derivati (Slika 2.9). Unapredenje svojstava kod derivata ovog tipa ogleda se u

povecanom kapacitetu apsorpcije vode i povecanoj antimikrobnoj aktivnosti [149].
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NaOH ;5;_0 OR oké
—_— OR c OR
1,0 ROOC o
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OH CH3;

)
R = /\/IIP—CH3CI ili H u zavisnosti od stepena supstitucije
CH,

Slika 2.9. Sema reakcije kvaternizacije pektna u reakciji sa 3-hlor-2-

hidroksipropiltrimetilamonijum hloridom [149].

Kvaternarni derivat pektina, sintetisan u postupku koji su opisali Katav i saradnici,

pokazao se kao veoma efikasan nosa¢ u genskoj terapiji [150].
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2.4.5 Tiolacija pektina

Uvodenje tiolne grupe u strukturu polisaharida u velikoj meri doprinosi poboljSanju
mukoadhezivnih svojstava ovih prirodnih polimera. Naime, nativni polisaharidi
pripadaju ’prvoj generaciji’ mukoadhezivnih polimera i odlikuju ih veoma slabe,
nekovalentne interakcije sa mukoznim slojem [151]. Tiomeri, derivati prirodnih
polimera dobijeni tiolacijom, poseduju moguénost formiranja kovalentnih disulfidnih
veza sa subdomenima mukoznog sloja bogatih cisteinom i pripadaju ‘drugoj generacijii’
mukoadhezivnih polimera [152]. U okviru studije razvoja ove vrste mukoadheziva,
istrazivanja koja se ticu tiolacije pektina zauzimaju veoma vazno mesto. Ligandi koji
sadrze tiolnu grupu mogu biti umetnuti u pektinski lanac formiranjem amidne ili
estarske veze. Sharma i Ahuja dali su opis tiolacije pektina u reakciji esterifikacije sa
tioglikolnom kiselinom. Sintetisani derivat pokazao je poboljsanje mukoadhezivne
aktivnosti, dok modifikacija u strukturi nije uticala na profil otpuStanja lekovite
supstance iz Cestica gela tiolovanog pektina [153]. Primenom 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid-hidrohlorida kao aktivatora, tiolacija pektina se moze
ostvariti i u reakciji amidacije. U ovoj reakciji, amidna veza se uspostavlja izmedu

primarne amino grupe cisteina i karboksilne grupe pektina [154].

2.4.6 Sinteza sulfatnih estara pektina

Estri sumporne kiseline nastaju u reakciji zamene hidroksilne grupe u strukturi pektina
sulfathom. Modifikacijom ove vrste dolazi do stvaranja novih funkcionalnih svojstava
koja se ogledaju u antimikrobnim, kontraceptivnim, antiinflamantornim, antitumornim,
antioksidativnim, antikoagulantnim i antitrombocitnim aktivnostima sumpornih derivata
pektina [155-158].

Ovi estri obi¢no se dobijaju u reakciji pektina sa sumpornom i hlorsulfonskom
kiselinom, monometil sulfatom, sulfuril-hloridom, sulfotrioksidom ili amidosulfonskom
kiselinom u prisustvu formamida, dimetilsulfoksida, trimetilamina ili piridina. Kada se
u obzir uzmu stepen esterifikacije i prinos reakcije, hlorsulfonska kiselina se pokazala
kao veoma dobar agens [159]. S druge strane, primena ovog agensa moze dovesti do
hidrolize pektinskog molekula i izazvati velike probleme koji se ti¢u zagadenja [160].
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Zadovoljavajuca efikasnost pri blagim reakcionim uslovima postignuta je primenom
natrijumove soli trisulfonamina, N(SOsNa)s, koja je koris¢ena pri sintezi sulfatnog estra

jabu¢nog pektina u vodenom rastvoru [161].

2.4.7 Oksidacija pektina

Funkcionalne grupe oksidovanog pektina podloznije su degradaciji i pokazuju vecu
reaktivnost u odnosu na grupe u strukturi nativnog pektina, pa se poslednjih godina vrlo
intenzivno ispituje mogucnost primene ovih derivata kao sistema za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci [162]. Reakcija oksidacije —OH grupa na C-2 i C-3
atomima galakturonske kiseline, u prisustvu natrijum perjodata, dovodi do raskidanja C-
C veze i formiranja aldehidnih grupa na svakoj oksidovanoj monomernoj jedinici [163].
Upravo prisustvo aldehidnih grupa u strukturi ¢ini ove derivate pogodnim za
imobilizaciju aktivnih komponenti, kao i za dobijanje hidrogelova posredstvom
odgovaraju¢eg umrezivaca. U zavisnosti od reakcionih uslova, oksidacijom se mogu
dobiti derivati razli¢ite strukture, kod kojih su selektivno oksidovane samo slobodne
karboksilne grupe galakturonske kiseline (dekarboksilacija) [164] ili samo terminalne
jedinice pektinskog lanca [165].

2.4.8 Umrezavanje pektina

Do formiranja pektinskih gelova dolazi usled umrezavanja HG domena, koje se, u
zavisnosti od stepena esterifikacije pektina, moze ostvariti na razliite nacine:
posredstvom dvovalentnih jona metala kao S$to je Ca®* kod LM pektina [136] ili
uspostavljanjem hidrofobnih interakcija izmedu metil grupa HM pektina [166]. Kao §to
je ve¢ napomenuto, struktura, pa samim tim i gelirajuca svojstva, u velikoj meri zavise i
od vrste biljnog izvora iz kog je pektin izolovan. Tako na primer, pektini izolovani iz
Secerne repe, Koji u svojoj strukturi poseduju ferulinsku kiselinu, mogu formirati gel u
reakciji oksidativnog umrezavanja preko dvostruke veze ove kiseline u prisustvu
amonijum persulfata [167]. Do umrezavanja pektinskih lanaca i formiranja gela,
najéeS¢e dolazi u prisustvu razliitih umrezivata kao Sto su: epihlorhidrin [168],
etilenglikol diglicidil-etar i glutaraldehid [169], adipinska kiselina [170] i natrijum

trimetafosfat [171]. Strukturna specifi¢nost derivata pektina dobijenih u nekoj od
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reakcija modifikacije pruza dodatne moguénosti njihovog umrezavanja, pa se tako,
derivati dobijeni u reakciji tiolacije mogu umreziti posredstvom disulfidnih mostova

nastalih kao rezultat oksidacije tiolnih grupa [172].
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Slika 2.10. Reakcija izmedu pektina i glicidil metakrilata.

Estri, dobijeni u reakciji sa alkil- ili aril-halogenidima, takode se mogu dodatno umreziti
primenom umreziva¢a kao S$to su 1, 6-dibromoheksan, 1, 3-dijodopropan i 1, 10-
dijododekan [173]. Takei i saradnici objavili su rezultate istrazivanja u kojem je
oksidovani derivat pektina naknadno umrezen primenom dihidrazida adipinske kiseline
[162]. Hidrogel sintetisan na ovaj nafin pokazao se kao veoma efikasan nosac za

kontrolisano otpuStanje antitumornog agensa.

2.4.9 Kalemljenje

Kalemljenje se ubraja u jednu od najvaznijih metoda za modifikovanje fizicko-
hemijskih svojstava pektina. Postize se dodavanjem bo¢nih grana razli¢ite strukture u
pektinski molekul, ¢ije prisustvo u velikoj meri odreduje svojstva nagradenog derivata.
Nastali kopolimeri najceS¢e nalaze primenu kao sistemi za kontrolisano otpustanje

aktivnih supstanci [174-176] i sorpciju jona teskih metala iz vodenih rastvora [177].
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2.5 Depolimerizacija pektina

Sa stanovista primene pektina i njegovih derivata, Veoma vazan aspekt predstavljaju
istrazivanja na temu depolimerizacije. Veli¢ina i1 heterogenost pektinskog molekula u
velikoj meri otezava ispitivanje strukturnih karakteristika, pa se Cesto pribegava
depolimerizaciji pektina u cilju dobijanja oligosaharidnih segmenata, koji su pogodniji
za analizu strukture [178]. S druge strane, proizvodi degradacije pektina se vrlo uspesno
primenjuju kao represori akumulacije lipida u jetri, inhibitori proliferacije ¢elija kancera
[179], antimetastatski i antimikrobni agensi [180, 181] i prebiotici [182]. Generalno,

metode depolimeraizacije pektina mogu se svrstati u hemijske, fizicke i enzimske.

2.5.1 Hemijska depolimerizacija

Pektini su najstabiliniji u vodenim rastvorima pH vrednosti oko 3.5 [183]. Pri visim ili
nizim pH vrednostima sredine moze do¢i do raskidanja glikozidnih veza u molekulu
pektina, kao i do uklanjanja grupa kao $to su metoksi, karboksilna i acetilna. Stoga, u
zavisnosti od uslova pri kojima dolazi do raskidanja specifi¢nih veza, degradacija
pektina moze biti kiselo ili bazno katalizovana.

U neutralnoj i baznoj sredini, degradacija se moze odvijati prema jednoj od dve
kompetitivne reakcije, demetoksilacije i B-eliminacije. Visokoesterifikovani pektini
podlozniji su degradaciji po mehanizmu B-eliminacije, koja je favorizovana pri viSim
temperaturama. U izrazito baznoj sredini, favorizovana je reakcija demetoksilacije
[133]. Na kompetitivnost ovih reakcija uti¢e i prisustvo katjona u rastvoru, pri cemu je
pri vi§im koncentracijama katjona dominantna reakcija p-eliminacije [184].

U kiseloj sredini (pH <3, 0), degradacija se odvija po mehanizmu kiselo katalizovane
hidrolize. Utvrdeno je da se kod LM pektina reakcija hidrolize odvija ve¢om brzinom

[185], kao i da mehanizam reakcije u velikoj meri zavisi od temperature [186].
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Slika 2.11. Sematski prikaz reakcija degradacije pektina a) demetoksilacija; b) -

eliminacija.

2.5.2 Fizi¢ka (mehani¢ka) degradacija

Do degradacije pektina moZe do¢i i1 primenom fizickih tretmana kao S§to su
ultrasonikacija [187, 188], fotoliza [189], uslovi visokog pritiska [190, 191] i zracenje
[192, 193]. Mehanicko delovanje u procesima mlevenja [194], ekstruzije [195] i
dehidratacije [196] takode moze biti uzrok degradacije pektina. Proizvodi degradacije se

razlikuju u zavisnosti od primenjene metode.

2.5.3 Enzimska degradacija

Zbog mogucnosti regioselektivne depolimerizacije pod blagim uslovima, reakcije
enzimske degradacije poslednjih godina dobijaju sve viSe na vaznosti. Kompleksna
struktura pektinskog molekula otvara brojne moguc¢nosti kada je u pitanju izbor enzima,
koji mogu dovesti do njegove degradacije. U ove svrhe najcesée se koriste enzimi iz
grupe pektinesteraza, poligalakturonaza, pektat liaza, pektin acetilesteraza, -
galaktozidaza i arabinozidaza. Generalno, enzimi se mogu svrstati u dve grupe u odnosu
na to da li njihovom primenom dolazi do degradacije HG domena (pektat liaze,
poligalakturonaze, pektin acetilesteraze i pektin metilesteraze) ili RG domena sa bo¢nim

granama  (ramnogalakturonaze, ramnogalakturonan liaze, ramnogalakturonan
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ramnohidrolaze i ramnogalakturonan galaktohidrolaze). Zbog svoje slozene stukture,
pektini se u cilju degradacije Cesto izlazu dejstvu viSe enzima istovremeno, od kojih
odredeni deluju sinergetski [197].

Mehanizmi enzimskih esterifikacija kao i analiza proizvoda degradacije pektina,

detaljno su opisani u nekoliko preglednih radova koji obraduju ovu tematiku [198-200].

2.6 Bezbednosne procene primene derivata pektina

Komercijalni pektin procenjen je kao netoksi¢an i u veéini zemalja registrovan je kao
dodatak ishrani. Regulatorna tela kao §to su Americka savezna uprava za hranu i lekove
(FDA), Evropska komisija (EC) i Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih
nacija (FAO) ocenila su pektin i amidovani pektin kao bezbedne komponente. Ipak,
zbog striktnih zahteva, primena mnogih derivata pektina kao dodataka ishrani jo§ uvek
se nalazi u postupku odobravanja. Fizicke modifikacije, koje se koriste u cilju smanjenja
veli¢ine pektinskog molekula i ne utiCu na osnovnu strukturu polisaharida, prihvatljive
su za primenu u prehrambenoj industriji. Tu spadaju metode kao $to su homogenizacija,
mikrotalasno i ultrazvu¢no zracenje. Derivat pektina, dobijen fizickom modifikacijom,
Cesto se primenjuje kao dodatak ishrani i poznat je pod komercijalnim nazivom
Slendid™ . Enzimske reakcije u kojima kao proizvodi nastaju derivati strukture sli¢ne
nemodifikovanom pektinu takode se smatraju prihvatljivim [201]. Smatraju se
bezbednim i proizvodi na bazi pektina koji su dobijeni u postupcima sa izmenjenim
uslovima pH i temperature. Primer je derivat citrusnog pektina sa potvrdenom
antitumorskom aktivno$c¢u, sintetisan u postupku pH i temperaturno indukovane
depolimerizacije [180]. U prehrambenoj industriji mogu se koristiti i derivati dobijeni u
postupcima kao Sto su metoksilacija/demetoksilacija, acetilacija/deacetilacija i
amidacija/deamidacija. Grupe kao $to su —COOCH3;, -COCHjz, -CONH, mogu biti
prisutne u strukruri nativnog pektina, pa ove reakcije dovode samo do promena u
stepenu supstitucije. Vazno je naglasiti da se za sintezu derivata Cesto Koriste toksi¢ni
agensi kao Sto su piridin i N-metilimidazol, koji se i nakon primene vrlo efikasnih

metoda precis¢avanja mogu naéi u finalnom proizvodu.
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Metode modifikacije koje ukljucuju primenu ovih, i sli¢nih agenasa visoke toksi¢nosti,
ocenjene su kao nebezbedne i nisu preporucene za sintezu komercijalno dostupnih
proizvoda na bazi pektina. Za sada ne postoji dovoljan broj podataka koji govore o
bezbednosti ove vrste derivata, pa su neophodna dodatna istrazivanja koja bi obezbedila

sve potrebne informacije za dobijanje upotrebne dozvole od strane ovlas¢enih organa.
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Poglavlje 111

3. Pektin kao sorbent za uklanjanje teSkih metala iz vodenih rastvora

Tokom poslednje dve decenije u svetu je doSlo do povecanja ekoloske svesti Sto je
doprinelo razvoju novih, efikasnih i ekonomski prihvatljivin tehnologija za
preciS¢avanje zagadenih voda. Upravo se to vreme smatra pocetkom razvoja
biosorpcije, odnosno primene prirodnih materijala za uklanjanje polutanata iz vodenih
rastvora. Aktuelnost ove metode moze se sagledati i kroz konstantan rast publikovanih
radova iz ove oblasti, §to samo potvrduje kompleksnost i multidisciplinarnost sistema za

biosorpciju.

3.1 Biosorpcija

Toksi¢ni metali, koji se mogu naéi u razli¢itim ekosistemima, imaju izrazito negativan
Teski metali dospevaju u Zivotnu sredinu na razli¢ite na€ine: emisijom Stetnih gasova iz
automobila, neadekvatnim tretmanom otpadnih voda, upotrebom fosilnih goriva, itd.
Njihov Stetan uticaj na biljke ogleda se u smanjenju unosa nutritienata, promeni
strukture korenog sistema i smanjenju unosa vode [203]. Prisustvo ovih metala, ¢ak i u
tragovima, dovodi se u vezu sa malignim oboljenjima i kardiovaskularnim bolestima
kod ljudi. Tako je na primer, potvrden toksi¢an uticaj Cetvorovalentnog hroma na
bakterije, biljke, zivotinje i ljude [204]. Akumulacija bakra u jetri izaziva Vilsonovu
bolest, koju karakteriSu teSka neuroloSka i psihijatrijska stanja. Takode, utvrdeno je da
prisutvo ovog metala dovodi do anemije i disfunkcije gastrointestinalnog trakta [205].
Izrazito toksiCan uticaj na Zivotnu sredinu 1 opSte zdravlje ljudi imaju ziva 1 kadmijum
[206]. Dodatnu zabrinutost donosi i ¢injenica da ovi metali nisu biodegradabilni i imaju
tendenciju akumulacije u Zivim organizmima.

Najces¢e koriS¢ene konvencionalne metode za uklanjanje jona teSkih metala su
hemijsko talozenje i redukcija, filtracija, flokulacija, jonska izmena, elektrohemijski
tretman, itd [207]. Glavni nedostaci ovih metoda su nedovoljna selektivnost, generisanje

otpadnog mulja koji je potrebno dalje tretirati, visoki operativni troSkovi i razlicita
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tehnicka ograni¢enja, narocito ukoliko su polutanti prisutni u niskim koncentracijama.
Zbog toga je neophodno pronaéi ekonomski isplativo i tehnicki lako izvodljivo resenje,
kojim bi se oni efikasno uklonili [47]. Stoga, neodlozna potreba za reSavanjem
navedenih problema, kao i1 sve striktnija zakonska regulativa iz oblasti zaStite Zivotne
sredine, uticala je na razvoj novih sorpcionih metoda koje se oslanjaju na primenu
razli¢itih prirodnih materijala [208].

Sorpcija koja ukljucuje primenu materijala iz obnovljivih izvora naziva se joS i
biosorpcija. Definise se kao sposobnost biomolekula da svojim aktivnim grupama
vezuju ili iz vodenih rastvora koncentriSu odredene jone. Prvi izazov na polju sorpcije je
izbor najpogodnijeg sorbenta, a zatim i utvrdivanje mehanizma po kom se proces
odvija. Primena modela sorpcionih izotermi i Kinetike sorpcije pruza informacije o
nacinu vezivanja sorbata za sorbent, $to je veoma vazno za razumevanje i poboljSanje
procesa sorpcije. Generalno, sorpcija se odvija u tri osnovna koraka koja ukljucuju
transport polutanta do povrSine sorbenta, adsorpciju na povrSini Cestica sorbenta i
difuziju u unutras$njost sorbenta. Zbog kompleksnosti strukture sorbenta (prisustvo
razli¢itih funkcionalnih grupa, poroznost, specifi¢na povrsSina), proces sorpcije uslovljen
je razli¢itim vrstama interakcija koje se uspostavljaju sa polutantima. Na uspostavljanje
ovih interakcija u velikoj meri uti¢e i pH, odnos koncentracije sorbent/sorbat kao i
koncentracija i vrsta jona prisutna u rastvoru. Mehanizmi na osnovu kojih se ostvaruje
proces sorpcije mogu biti pojedinacni ili kombinacija slede¢ih procesa: jonska izmena,
gradenje helatnih kompleksa, fizicka adsorpcija ili hemisorpcija, uspostavljanje
hidrofobnih  interakcija, elektrostatiCke interakcije, Kiselo-bazne interakcije,
uspostavljanje vodoni¢nih veza i mikrotalozenje [209] .

U odnosu na konvencionalne metode, biosorpcija ima odredene prednosti: selektivna je,
jeftina 1 efikasna Cak i pri vrlo niskim koncentracijama polutanata i ekoloski odrziva, jer
se sorbenti najces¢e dobijaju iz obnovljivih izvora (biomase) [210]. Upotrebljenu
biomasu moguce je regenerisati, pri ¢emu se dobija koncentrat metala 1 biomaterijal
spreman za novi ciklus uklanjanja. Efikasnost biomase i njenih komponenti se moze
povecati modifikacijom fizickim, hemijskim, termic¢kim ili kombinovanim tretmanima,

o ¢emu Ce biti vise reci u poglavlju koje sledi.

41



3.2 Primena polisaharida kao biosorbenata: prednosti i mane

Ekstrakcija 1 separacija zagaduju¢ih materija primenom polisaharida predstavlja
ekonomican postupak ¢ijom su primenom zadovoljeni svi zahtevi koji se ti¢u oCuvanja
zivotne sredine. Visok stepen efikasnosti u odnosu na proces sorpcije pokazuju
polisaharidi kao $to su hitin, skrob, ciklodekstrin, hitozan i pektin. Veliki sorpcioni
potencijal ovih jedinjenja pripisuje se faktorima kao §to su prisustvo velikog broja
funkcionalnih grupa (acetamido, hidroksilne, amino, karboksilne), visoka hemijska
reaktivnost ovih grupa, hidrofilan karakter i fleksibilna struktura polimernog lanca
[211]. Pored svih navedenih prednosti, postoje i odredeni nedostaci koji se mogu javiti
usled primene ovih materijala. Najcesci problemi javljaju se zbog njihove izrazite
rastvorljivosti, usled koje su ovi sistemi nestabilni u vodenim rastvorima. U tom smislu,
modifikacije polisaharida mogu pruziti brojne mogucnosti u cilju povecanja efikasnosti
1 prosirenja polja primene. Gelovi i hidrogelovi, polimerne smole, membrane, Cestice i
vlakna predstavljaju makromolekulske strukture pogodne za primenu u procesima
sorpcije 1 najceS¢e se dobijaju u reakcijama modifikacije kao Sto su umrezavanje i
kalemljenje [208]. Polisaharidi se mogu umreziti primenom jednostavnih postupaka i
relativno jeftinih reagenasa. U zavisnosti od reakcionih uslova, mogu se dobiti umrezeni
materijali razli¢itih funkcionalnih i morfoloskih karakteristika, koji poseduju brojne
prednosti u odnosu na neumrezene. Pregled funkcionalnih svojstava koja nastaju kao

rezultat umreZavanja polisaharida dat je u nastavku:

e Stabilnost polisaharida u kiselim i baznim sredinama, kao i u vecini organskih
rastvaraca;

e Povecana mehanicka otpornost;

e Smanjena osetljivost na uticaj visokih temperature;

e Moguénost podeSavanja kineti¢kih parametara bubrenja;

e PoveCana dostupnost sorpcionih centara usled smanjenja  Stepena
kristalini¢nosti;

e Jednostavan postupak regeneracije umrezenih polisaharida nakon sorpcije.

Sorpciona svojstva umrezenih polisaharida mogu se dodatno poboljsati uvodenjem
razli¢itih funkcionalnih grupa u osnovni lanac ili polimernu mrezu [212, 213]. S tim u

vezi, polisaharidi se modifikuju u cilju kontrole i unapredenja afiniteta materijala prema
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specificnom polutantu, postizanja veceg stepena selektivnosti, povecanja kapaciteta
sorpcije i stabilnosti materijala [212, 214] . Kalemljnje karboksilne [215] i amino grupe
[213, 216], kao i uvodenje sumporne komponente [212, 217] spadaju u najzastupljenije

metode koje se koriste u ove svrhe.

3.3 Pektin kao biosorbent

Veliki broj objavljenih istrazivanja bavi se afinitetom pektina prema jonima razli¢itih
dvovalentnih metala, kao i mehanizmom na osnovu kojeg dolazi do uspostavljanja
specifi¢nih interakcija [218-220]. Ipak, vazno je naglasiti da ne postoji jedinstvena
teorija kojom bi se objasnio mehanizam sorpcije pektina. Afinitet ovog polisaharida
prema teskim metalima uglavnom se povezuje sa formiranjem pektata-jedinjenja
nastalih vezivanjem jona metala za osnovni polimerni lanac posredstvom hidroksilnih
grupa i/ili karboksilnih grupa galakturonske kiseline. Proces umreZavanja i nastajanja
pektata objasnjen je pomoc¢u dva mehanizma: kompleksacije i jonske izmene. Doprinos
svakog od ova dva mehanizma zavisi od karakteristika pektinskog materijala (biljnog
izvora, nacina izolovanja, stepena esterifikacije), vrste metalnog jona i eksperimentalnih
uslova (koncentracija, pH, prisustva konkurentnih jona i drugih geliraju¢ih agenasa, itd.)
[221].

Do umreZavanja dolazi uspostavljanjem elektrostati¢kih interakcija izmedu katjona
metala i negativno naelektrisanih segmenata polimernih lanaca. Umrezeni polimerni
lanci dodatno su stabilisani Van der Waals-ovim i vodoni¢nim vezama [222]. U
zavisnosti od radijusa metalnog jona, polimerni lanci zauzimaju energetski
najpovoljniju konformaciju kako bi se formirale zone umrezenja. Ovo ukazuje da je
stvaranje kompleksa sloZen proces, na koji, pored ostalih ranije pomenutih faktora, utice
I koordinaciono stanje prelaznog metala. Razli¢iti parametri koris¢eni za procenu jacine
ostvarene veze izmedu jona metala i pektina, ukazuju na najvecu stabilnost kompleksa
formiranog u prisustvu bakarnih jona, dok je kompleks sa jonima kalcijuma najmanje
stabilan [223, 224].

Ispitivanjem sorpcionih svojstava razli¢itih vrsta industrijskih pektina nadeno je da

selektivnost prema jonima teskih metala opada u nizu Pb #* >> Cu ?* > Co 2" > Ni % >>
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Zn % > Cd 2 Ista studija pokazala je da pektin izolovan iz $eéerne repe poseduje najveéi
afinitet prema Pb* i Cu *jonima, pektin izolovan iz jabuke prema Co®* jonima, a
pektin iz citrusa prema Ni** jonima. Sve vrste pektina ispitane u ovoj studiji gotovo i da
ne poseduju afinitet prema dvovalentim jonima cinka i kadmijuma [221]. Navedene
tvrdnje nalaze se u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja drugih autora koji su se bavili

slicnim ispitivanjima [220, 225].

Iako prema ovom metalu pektini pokazuju najmanji afinitet, istrazivnja koja se ti¢u
v . . . 2% . . . ..
umrezavanja pektina u prisustvu Ca® jona veoma su vazna sa stanovista potencijalne
primene. Kalcijum-pektati su se pokazali kao veoma perspektivni materijali za
inkapsulaciju razli¢itih aktivnih supstanci, kao $to su lekovi, enzimi i bakterijske

kulture. Veoma uspesno se primenjuju i kao sorbenti za uklanjanje jona teskih metala
[226-228].

3.4 Interakcije pektina i jona dvovalentnog bakra

Kao §to je prethodno pomenuto, pektini pokazuju najveci afinitet prema jonima bakra.
Spektroskopske studije su pokazale da dvovalentni bakar formira unutra$nji sferni
oktaedarski kompleks sa poligalakturonskom kiselinom (PGalA), od kojih su dve COO
grupe neesterifikovane PGalA u aksijalnom polozaju, a ostale grupe koordiniraju sa
molekulima vode [229]. Neki autori Cu(ll)-PGalA interakciju tumacée formiranjem ML
kompleksa [225], dok drugi smatraju da dolazi do pojave druge vrste kompleksa , ML,
(M= Cu*, L = PGalA) [221]. Nastajanje kompleksa tipa ML, zavisi iskljugivo od
koncentracije liganada, odnosa L:M kao i od udela esterifikovane frakcije. Kod
visokoesterifikovanih pektina i kada je odnos L:M=4:1, ML,, kompleks nije moguce
izolovati [230]. Generalno, PGalA ima ve¢i afinitet prema Cu®" jonima u poredenju sa
dvovalentnim jonima olova, cinka, kadmijuma, nikla i olova, $to je u skladu sa Irving-
Vilijamsonovim nizom koji ukazuje na relativnhu stabilnost metalnih kompleksa.
Primenom voltametrije i potenciometrije sa jon-selektivnhom elektrodom, Vilhena i
saradnici ispitivali su nastajanje bakar-pektin kompleksa [231]. Ovim ispitivanjem
potvrdeno je veoma dobro poklapanje sa prethodno predlozenim ML i ML, modelima,
koji se odnose na proces formiranja kompleksa. Takode, utvrdeno je da na interakciju

pektina i Cu** jona uticu jo$ i gustina naelektrisanja, koncentracija pektina, kao i odnos
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koncentracije bakra i pektina. Escandar i Sala su pokazali da se interakcije izmedu Cu®*
I PGalA uspostavljaju posredstvom karboksilatnog i endocikliénog kiseonika
istovremeno, $to nije potvrdeno i za komplekse sa drugim metalima [232]. Kao
posledica toga, u prisustvu Cu®* jona moguée je dobiti stabilne gelove pektina visokog

stepena esterifikacije (DE oko 94%).

Zbog izrazitog afiniteta pektina prema Cu?* jonima i stabilnosti koja odlikuje ove
komplekse, u okviru ove doktorske disertacije ispitani su kineticki i ravnotezni
parametri procesa sorpcije iz vodenih rastvora upravo ovih jona, primenom nativnog i
modifikovanog pektina kao sorbenta. Zbog nedovoljnog broja literaturnih podataka koji
bi do kraja razjasnili ovaj proces [233, 234], posebna paZnja je posveéena ispitivanju
uticaja specificnih anjona na umrezavanje pektina koje se nalazi u osnovi procesa

sorpcije.

3.5 Adsorpcione izoterme

Sorpcija se najéesce izu¢ava putem adsorpcionih izotermi, odnosno dijagrama
zavisnosti koli¢ine adsorbata adsorbovanog po jedinici mase adsorbenta, pri konstantnoj
temperaturi. Sorpcija iz rastvora na ¢vrstom sorbentu se najcesce opisuje istim
modelima kao i sorpcija na granici faza ¢vrsto-gasovito, ali se radi 0 znatno slozenijem
procesu usled interakcija sorbat-rastvara¢ i sorpcije molekula rastvaraca na povrsini
sorbenta. Najcesce koris¢eni modeli 1 odgovarajuce adsorpcione izoterme predstavljeni
su u Tabeli 3.1. Kako je u ovom radu prac¢ena sorpcija iz rastvora sve jednacine su u

obliku prilagodenom sistemu ¢vrsto-tecno.

Tabela 3.1. Adsorpcioni modeli.

Model Jednacina Linearan oblik Parametri
Freundlich 1 1 Kg n
[235] de = KFCe/n lnqe = anF + Elnce F
Langmuir 0 = qmK;Ce i _ i N 1 l KL, Om
[236] T 1+K.C, Qe m  qmK. Ce
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3.5.1 Langmuir-ova adsorpciona izoterma

-----

koji se koristi za opis procesa sorpcije. Prvobitno je izvedena za opisivanje fizicke
adsorpcije na granici faza ¢vrsto/gasovito, ali se moze primeniti i za opis sorpcije iz

rastvora i hemisorpcije, ukoliko vaze sledece pretpostavke [237]:

e Molekuli se vezuju na odredenim mestima na povSini sorbenta, takozvanim
centrima sorpcije;

e Svi sorpcioni centri su identi¢ni, jednako dostupni za sorpciju (bez obzira na
popunjenost susednih mesta ) i energetski ekvivalentni;

e Za svaki sorpcioni centar moze da se veze jedan molekul, nakon Cega je on
zauzet, $to dalje znaci da ¢e se sorpcija odvijati dok se ne popune sva prazna
mesta, odnosno dok se ne formira monomolekulski sloj;

e Sorpcija je povratan proces;

e Nema promene faza i Cestice sorbata ne mogu da se kre¢u po povrsini sorbenta.
Predstavlja se jedna¢inom:

1+K.Ce '

e =

u kojoj je ge masa vezanog sorbata po jedinici mase sorbenta (mg g?), C. ravnotezna
koncentracija sorbata u rastvoru (g dm™), a gm (Mg g™) i KL (dm® g*) Langmuir-ove
konstante, od kojih prva predstavlja maksimalan sorpcioni kapacitet, a druga takozvani
koeficijent sorpcije, koji predstavlja odnos konstanti brzine sorpcije i desorpcije sorbata,
zavisi od temperature i brojno je jednak recipro¢noj vrednosti masene koncentracije pri
kojoj je zauzeta polovina od ukupnog broja centara sorpcije na povrsini sorbenta [238].
Iz jednacine (3.1) sledi da je zavisnost g, od Ce linearna, kada je K Ce«l, tj. q, =
qm K. C. kao i kada je K Ce»1, kada ge dostize grani¢nu vrednost Q.

Konstante gn, 1 K. se odreduju iz linearnog oblika Langmuir-ove jednacine [239]:

— ==+ : (3.2)
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1 1
Na dijagramu zavisnosti _vs. ¢, iz odsecka se dobija qm, a zatim iz nagiba K. Bitna

karakteristika ovog modela je i bezdimenzioni separacioni faktor, R, koji pokazuje da
li je sorpcija favorizujuéa (0< R <I), nefavorizuju¢a (R >1), linearna (R_ =1) ili

ireverzibilna (R =0), a izracunava se kao:

1
1+K..Co

L (3.3)

gde je Co pocetna koncentracija sorbata u rastvoru (g dm™) [240, 241].

3.5.2. Freundlich-ova adsorpciona izoterma

Freundlich-ova adsorpciona izoterma se koristi u slu¢ajevima kada povrSina adsorbenta
nije energetski homogena, jer promena Gibsove energije zavisi logaritamski od stepena
pokrivenosti, i kada je na njoj moguce obrazovanje i visemolekulskog sloja sorbata.

Predstavlja se empirijskom jednacinom:

1
qe = K€,/ (3.4)

u kojoj je ge masa adsorbovanog sorbata po jedinici mase sorbenta (mg g*), Ce
ravnotezna koncentracija adsorbata u rastvoru (g dm™), a Kg i n Freundlich-ove
konstante karakteristicne za dati sistem: adsorbat, adsorbent i rastvara¢. Konstanta n je
uvek veca od 1, pa je eksponent 1/n, koji predstavlja meru intenziteta adsorpcije i
heterogenosti povrsine, u opsegu izmedu 0 i1 1. Kada je vrednost 1/n bliza 0 povrSina
adsorbenta je heterogenija, dok je pri 1/n=1 re¢ o linearnoj adsorpciji i centrima
adsorpcije jednake energije. Ukoliko je 1/n<1 to ukazuje na Langmir-ov adsorpcioni
model, dok je u slucaju 1/n>1 u pitanju kooperativna adsorpcija [241-243]. Takode, vise
vrednosti 1/n ukazuju na veéu adsorpciju pri nizim koncentracijama, kao i postojanje
velikog udela aktivnih centara sa visokom energijom [244].

Osnovni nedostatak Freundlich-ovog sorpcionog modela je to Sto jednadina nema
teorijsku zasnovanost i §to ne predvida postojanje maksimalne koli¢ine adsorbata koja
se moze adsorbovati po jedinici mase adsorbenta, iako je eksperimentalno dokazano da

ona postoji.
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Logaritmovanjem jednacine (3.4) dobija se jednacina (3.5):

Ing, =InK; +%In C, (3.5)
U koordinatnom sistemu Inge -InC, jednacina (3.5) predstavlja pravu liniju. 1z nagiba te

prave se dobija konstanta n, a iz odsecka K.

3.6 Kinetika sorpcije

Kinetika sorpcije ukazuje na brzinu i mehanizam ovog procesa i predstavlja jedno od
najvaznijih svojstava sorbenta. U literaturi postoji veliki broj modela za opis kinetike
sorpcije od kojih se najvise koriste Lagergren-ov model pseudo prvog reda i Ho-ov

model pseudo drugog reda.

3.6.1. Lagergren-ov model pseudo prvog reda
Lagergren-ov model pseudo prvog reda se opisuje jednac¢inom [245]:

e
2 = k(e —a) (3.6)

u kojoj su Qe i q; kapaciteti sorpcije u ravnotezi i u vremenu t, redom (mg g™) i ki
konstanta brzine pseudo prvog reda (min™). Posle integraljenja uz primenu grani¢nih

uslova: =0 za t=0, odnosno g= g za t=t, dobija se:

k
In(ge — qu) = Inqe — =t (3.7)

Dijagram zavisnosti In(ge-qt) vs. t, bi trebalo da je prava linija iz Cijeg nagiba se ra¢una

k¢, a iz odsecka (.
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3.6.2. Ho-ov model pseudo drugog reda

Jednacina pseudo drugog reda koju je predlozio Ho [246, 247], ima slede¢i oblik:

S = ky(qe — q0)? (3.8)

gde je ks konstanta brzine pseudo drugog reda (g mg™* min™). Integraljenjem uz
grani¢ne uslove: Q=0 za t=0, odnosno = (e za t=t, i uvodenjem pocetne brzine

sorpcije, h= ksge’, dobija se uobitajen linearni oblik ovog modela:

t 1 1
q—t—z+—t (39)

Kada je ovaj model primenljiv dijagram zavisnosti t/g; od t bi trebalo da daje pravu

liniju iz ¢ijeg nagiba i odsecka je moguce odrediti ge i Ks, redom.
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Eksperimentalni deo

Poglavlje IV: Sinteza i karakterizacija acilovanih derivata pektina

Poglavlje V: Ispitivanje uticaja specificnih anjonskih vrsta na proces
umreZavanja nativnog pektina

Poglavlje VI: Ispitivanje uticaja modifikacije na svojstva materijala
na bazi pektina

50



Eksperimentalni deo podeljen je u tri tematska poglavlja, 1V, Vi VI. U Poglavlju IV dat
je pregled eksperimentalnih postupaka kori$¢enih pri sintezi i karakterizaciji acilovanih
derivata pektina. Eksperimentalne metode koris¢ene za ispitivanje uticaja specifi¢nih
anjonskih vrsta na proces umreZavanja nativnog pektina u prisustvu Cu 2* jona opisane
su u okviru poglavlja V. U poglavlju VI dat je pregled metoda primenjenih u cilju
identifikacije uticaja strukture derivata na njihovu mogucéu primenu kao sorbenta i

materijala za sintezu polisaharidnih filmova unapredenih svojstava.

Poglavlje IV

4. Siteza i karakterizacija acilovanih derivata pektina

U ovom radu, acilovani derivati pektina sintetisani su u reakciji konvencionalne
esterifikacije primenom acil-dihlorida koji su koris¢eni kao agensi za acilovanje [248].
Pre primene, sve hemikalije susene su pod vakuumom na 40 °C do postizanja

konstantne mase.
4.1 Reaktanti

Za potrebe sinteze acilovanih derivata koriS¢eni su sledeci reaktanti:

e Pektin

e Agensi za acilovanje: sukcinil-hlorid, glutaroil-hlorid, adipoil-hlorid, sebacoil-
hlorid

e Ratvarac: dimetil sulfoksid (DMSO)

e Katalizator: piridin

4.1.1 Pektin
U ovom radu koris¢en je komercijalni pektin izolovan iz jabuke, firme Sigma Aldrich,

SAD, sledecih karakteristika:
M,=30 000-100 000 g mol™
stepen esterifikacije: 70-75%

¢istoca: 98%
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4.1.2 Dimetil sulfoksid

Dimetil sulfoksid (DMSOQ) je vazan polarni aproti¢ni rastvara¢ koji rastvara polarna i

nepolarna jedinjenja i meSa se sa Vvelikim brojem organskih rastvaraca, kao i sa

vodom. U ovom radu koris¢en je DMSO firme Merck, Nemacka, koji ima sledece

karakteristike:

Molarna masa: 78,13 g mol *
Molekulska formula: C;HsOS
Temperatura kljucanja: 189 °C

Cistoéa: p.a

Kao agensi za esterifikaciju u ovom radu kori§¢eni su acil-dihloridi firme Sigma

Aldrich, SAD.

4.1.3 Sukcinil-hlorid

Sukcinil-hlorid je dihlorid sukcinske kiseline.

Molarna masa: 154,98 g mol™*
Molekulska formula: CICOCH,CH,COCI
Temperatura kljucanja: 190 °C

Gustina: 1,407 g ml™ (25 °C)

Cistoéa: 95%

O

I~

O

Slika 4.1. Strukturna formula sukcinil-hlorida.
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4.1.4 Glutaroil-hlorid

Glutaroil-hlorid je dihlorid glutarne kiseline.
Molarna masa: 169,01 g mol ™

Molekulska formula: CICO(CH,)3;COCI
Temperatura kljucanja: 216-218 °C

Gustina: 1,324 g ml™ (25 °C)

Cistoca: 97%

O O

CI)J\/\/”\CI

Slika 4.2. Strukturna formula glutaroil-hlorida.

4.1.5 Adipoil-hlorid

Adipoil-hlorid je dihlorid adipinske kiseline.
Molarna masa: 183,03 g mol™*
Molekulska formula: CICO(CH,),COCI
Temperatura kljucanja: 105-107 °C
Gustina: 1,259 g ml™ (25 °C)
Cisto¢a: 98%
O

O~

O

Slika 4.3. Strukturna formula adipoil-hlorida.
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4.1.6 Sebacoil-hlorid

Sebacoil-hlorid je dihlorid sebacinske kiseline.
Molarna masa: 239,14 g mol*
Molekulska formula: CICO(CH,)sCOCI
Temperatura kljucanja: 220 °C
Gustina: 1,121 g ml™ (25 °C)
Cisto¢a: 99%
O

ClMC'

O

Slika 4.4. Strukturna formula sebacoil-hlorida.

Piridin (p.a, Sigma Aldirch, SAD) je koris¢en kao katalizator i za uklanjanje sporednih
proizvoda reakcije.

Etanol i aceton (p.a, Carlo Erba, Spanija) koris¢eni za taloZenje i prediéavanje

proizvoda reakcije.

4.2 Sinteza acilovanih derivata pektina

U suvom balonu zapremine 50 cm® najpre je napravljen rastvor pektina u DMSO
koncentracije 15 g dm™. Pektin je rastvaran tokom 24 h na temperaturi od 60 °C uz
konstantno meSanje (250 rpm). U pripremljen rastvor pektina agensi za acilovanje
dodavani su kap po kap u ledenom kupatilu (5 °C), nakon ¢ega je reakcija esterifikacije
vodena na 50 °C u uljanom kupatilu tokom 12 h, uz konstantno mesanje. Zapremine
acil-dihlorida su preracunate tako da svaka tre¢a, odnosno, svaka petnaesta jedinica

galakturonske kisline bude acilovana (Tabela 4.1). Da bi se uklonio HCI koji se izdvaja
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kao sporedni proizvod, u reakcionu smesu dodavana je stehiometrijska koli¢ina piridina

u odnosu na odgovarajuci acil-dihlorid.

Nakon $to je reakcija zavrSena, reakciona smesa tretirana je etanolom u cilju talozenja

reakcionog proizvoda. Izdvojeni talog ispiran je etanolom tokom 1 h uz konstantno

mesanje. Postupak je ponovljen tri puta, nakon ¢ega je proizvod ispran acetonom i

filtriran. Dobijeni proizvodi reakcije suseni su u vakuum sus$nici na 40 °C do konstantne

mase.

Prethodno opisan postupak sinteze i pre¢iS¢avanja proizvoda reakcije primenjen je za

pripremu svih uzoraka modifikovanog pektina predstavljenih u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Zapremine acil-dihlorida koriséenih pri sintezi derivata pektina

Agens za Redni  Oznaka V(uL) Redni Oznaka V(uL)

acilovanje broj uzorka* broj uzorka*
Sukcinil-hlorid 1. SC1/3 67,25 5. SC 1/15 13,44
Glutaroil-hlorid 2. G1/3 77,9 6. G1/15 15,59
Adipoil-hlorid 3. A 1/3 88,72 7. A 1/15 17,74
Sebacoil-hlorid 4. S1/3 130,3 8. S1/15 26,03

*Slova u oznaci uzoraka, SC, G, A i S, ukazuju na vrstu koris¢enog agensa za acilaciju.

Brojevi, 1/3 i 1/15, ukazuju na molarni odnos agensa za acilaciju i galakturnoske

kiseline.
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4.3 Karakterisanje acilovanih derivata pektina

Sintetisani acilovani derivati su karakterisani primenom infracrvene spektroskopije sa
Furijeovom transformacijom (FTIR), viskozimetrije, gel-propusne hromatografije
(GPC), difrakcije laserske svetlosti (DLS) i opticke mikroskopije, termogravimetrijske
analize (TGA), diferencijalne skenirajuée kalorimetrije (DSC), kao i skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM).

4.3.1 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Za potrebe FTIR analize koriS¢eni su uzorci u obliku filma, koji su pripremljeni iz
vodenih rastvora nativnog i modifikovanog pektina koncentracije 10 g dm™. Rastvori
su nakapavani (1-2 kapi) na ZnSe plocice i suSeni 72 h na 40 °C do formiranja tankog
filma, nakon ega su ispitivani u opsegu vrednosti talasnog broja od 600 do 4000 cm™
pri rezoluciji 4 cm™, upotrebom IR spektofotometra Bomem MB100.

4.3.2 Odredivanje reoloskih parametara

Viskoznost koncentrovanih rastvora (40 g dm™) na 25 °C odredena je pomocu
mehani¢kog spektrometra, Rheometrics RMS 605. KoriS¢ena je geometrija paralelnih
ploca pre¢nika 25 mm. Za potrebe ovog merenja uzorci su rastvarani u 0,025M rastvoru
NaCl na sobnoj temperaturi tokom 18 h, nakon ¢ega su centrifugirani (3000 g, 15 min)

da bi se uklonio zaostali vazduh [249] .

4.3.3 Gel-propusna hromatografija

Raspodela molarnih masa sintetisanih uzoraka odredena je primenom gel-propusne
hromatografije na instrumentu GPC Malvern opremljenim sa Cetiri vrste detektora
(diferencijalni refraktometar, MALLS, LALLS i viskozimetar). Kao eluent korisc¢en je
vodeni rastvor koji sadrzi 0,1M NaNO3 i 0,2% NaNs. Injekciona zapremina iznosila je
100 ul, a protok eluenta 0,5 ml min™. Uzorci su ispitivani propustanjem kroz
predkolonu i kolonu (TSKgelGMPWxI, Tosoh Corporation) na temperaturi od 40 °C.

Koris¢ena je univerzalna kalibraciona kriva, a kao standard je koris¢en pululan
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molarnih masa 1220000-1000 g mol™. Koncentracije uzoraka bile su 1,5-2,0 mg ml™.

Analize su ponovljene dva puta za sve uzorke.

4.3.4 Difrakcija laserske svetlosti i opticka mikroskopija

Raspodela veli¢ina Cestica u rastvoru odredivana je metodom difrakcije laserske
svetlosti, upotrebom instrumenta Mastersizer 2000 (Malvern Instruments). Uzorci
nativnog i modifikovanog pektina najpre su rastvoreni u 0,25M rastvoru NaCl na 50 °C,
tokom 12 h i razblazeni do koncentracije 0,5 g dm™. Rastvori pripremljeni na opisan
nacin tretirani su u ultrazvu¢nom kupatilu tokom 3 min, nakon ¢ega su ubrizgavani u
komoru od kvarcnog stakla. Sva merenja izvodena su na sobnoj temperaturi pri pH=3.
Isti rastvori naknadno su ispitani i primenom opti¢kog mikroskopa sa kamerom (LEICA

DC 150).

4.3.5 Termogravimetrijska analiza

Termicka stabilnost modifikovanog 1 nativog pektina (5£0,5 mg) ispitana je
koris¢enjem Mettler-Toledo TG-SDTA 851 instrumenta za termogravimetriju. TGA
analiza je izvedena u struji azota, protoka 60 ml min™ i sa programiranim linearnim
zagrevanjem od 10 °C min™ u temperaturnom opsegu od 25 °C do 600 °C. Analize su

ponovljene tri puta za sve uzorke.

4.3.6 Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija

DSC analiza uzoraka (6,0 = 0,5 mg) uradena je pomocu instrumenta TA DSC — Q2000
u atmosferi azota pri protoku od 30 ml min™. Primenjen je slede¢i temperaturni rezim:
zagrevanje od 0 do 110 °C (20 °C min™), izotermalni korak na 100 °C tokom 30 min,
zatim hladenje do 0 °C (10 °C min™), drugi izotermalni korak u cilju stabilizacije
sistema (1 min na 0 °C) i ponovno zagrevanje do 200 °C (20 °C min™). Kako bi se

obezbedila ponovljivost eksperimenta svaki uzorak analizaran je tri puta.
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4.3.7 Skenirajuca elektronska mikroskopija

Mikrostrukturne karakteristike materijala odredene su skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom na uredaju TESCAN MIRA 3 XMU, pri radnom naponu struje vlakna
od 20 kV. Materijali su prethodno ucvr§éeni na bakarni nosa¢ i napareni legurom
zlato/paladijum u naparivacu tipa Polaron SC502 Sputter coater. Za potrebe SEM
analize koncentrovani rastvori nativnog i modifikovanog pektina (40 g dm™) su najpre
zamrznuti na temperaturi od -20° C tokom 48 h, a potom liofilizovani tokom 24 h na
temperaturi od -30 °C i pritisku 0,370 mbar uz pomo¢ uredaja Martin Christ Freeze-
dryer Alpha 1-2 LDplus.

Poglavlje V

5. Ispitivanje uticaja specifiénih anjonskih vrsta na proces
umreZavanja nativnog pektina

Za potrebe umrezavanja pektina koris¢ene su sledeé¢e neorganske soli bakra (Merck,
Nemacka):

a) CuSO4x5H,0, bakar(Il)-sulfat-pentahidrat
b) Cu(C,H30,),xH-0, bakar(Il)-acetat-monohidrat
¢) CuClyx2H,0, bakar(ll)-hlori-dihidrat

d) Cu(NO3), x 3H20, bakar(Il)-nitrat-trihidrat

5.1 Umrezavanje pektina u vodenim rastvorima bakarnih soli

Umrezene pektinske Cestice dobijene su ukapavanjem vodenog rastvora pektina (20 g
dm™) u rastvore bakarnih soli kroz injektor pre¢nika 0,45 mm. Pocetne koncentracije
vodenih rastvora bakarnih soli varirane su u opsegu 0,5 g/l -10 g/l, dok je masa
ukapavanog rastvora pektina bila konstantna, 2 g. Svi eksperimenti su izvodeni na
sobnoj temperaturi. Dobijene cestice izdvojene su iz rastvora odmah nakon umrezavanja
i isprane destilovanom vodom tri puta. Srednji precnik Cestica (2,8-3,2 mm) odreden je
je optickim mikroskopom sa kamerom, LEICA DC 150. Podaci su kvantifikovani

analizom slike u programu Image-Pro Plus.
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5.2 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Liofilizovane Cestice su spraSene i pomeSane Sa kalijum-bromidom (KBr, Sigma-
Aldrich, Nemacka) u odnosu 1:100, a zatim komprimovane da bi se dobile KBr plocice
potrebne za snimanje spektara Bomem MB 100 spektrofotometrom. Obrada i dalja
analiza dobijenih FTIR spektara izvedena je u softverskim paketima WinBomem i
Origin Microcal 8.0.

5.3 Odredivanje ravnoteznog kapaciteta sorpcije procesa umrezZavanja
nativnog pektina u funkciji pocetne koncentracije vodenih rastvora soli
bakra

Koncentracija bakarnih jona u rastvoru, pre i nakon umrezavanja, odredena je
primenom atomskog apsorpcionog spektofotometra Perkin-Elmer Analyst 700 AAS.

Svi eksperimenti su izvodeni na temperaturi od 25° C i pH= 4.

5.4 Primena adsorpcionih izotermi na umreZavanje pektina u vodenim
rastvorima bakarnih soli
Ekperimentalni podaci procesa sorpcije dalje su korelisani sa linearnim oblicima dva

modela adsorpcionih izotermi, Langmuir-ovim i Freundlich-ovim.

5.5 Skenirajuca elektronska mikroskopija i elektronska

disperziona spektroskopija

Morfologija povrSine 1 popre¢nog preseka umreZenih Cestica ispitana je primenom
skenirajuce elektronske mikroskopije. Prethodno liofilizovani i prelomljeni uzorci
napareni su platinom u rasprsivaéu LEICA SCDO005, dok su snimanja radena na
mikroskopu Jeol JSM 5800 pri radnom naponu vilakna od 20 kV. Elementarna analiza
uzoraka uradena je primenom elektronske disperzione spektroskopije na instrumentu

Oxford Inca 3.2, kuplovanim sa skeniraju¢im elektronskim mikroskopom.

5.6 Ispitivanje mehanickih karakteristika pektinskih Cestica

Pritisna ¢vrstoca uzoraka u vlaznom stanju merena je primenom 1185 Instron uredaja za
testiranje. Uzorci su komprimovani do deformacije od 80% pri brzini od 1 mm min™.

Podaci su uzeti kao srednja vrednost rezultata dobijenih iz tri nezavisna meranja.
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Poglavlje VI

6. Ispitivanje uticaja modifikacije na svojstva materijala na bazi
pektina

6.1 Ispitivanje hidrofobnosti acilovanih derivata pektina

Procena hidrofobnosti dobijenih derivata data je na osnovu merenja vrednosti
kontaknog ugla kapi na povrSini uzorka u formi filma (metoda leZece kapi) i

povrsinskog napona vodenih rastvora (metoda prstena po Di Noiju).

O

(

MATERLAL

Slika 6.1. Kontakni ugao koji tecnost zaklapa sa povrsinom cévrstog uzorka.

Kontakni ugao je definisan kao ugao koji tangenta povrSine te¢nosti povucena kroz

tacku dodira tri faze zaklapa sa povr§inom filma (Slika 6.1).

6.1.1 Metoda lezece kapi (*'Sessile drop method")

Kontaktni ugao, koji kap ultra ¢iste vode (4 pl) zaklapa sa povrsinom filmova nativnog i
modifikovanog pektina, odreden je na instrumentu Theta Optical Tensiometer
(Attension, KSV) pri konstantnoj temperaturi od 25 °C. Filmovi su prethodno
pripremljeni metodom otparavanja rastvaraca iz rastvora koncentracije 20 ¢ dm? i

suseni pod vakuumom na 40 °C do dostizanja konstantne mase [250].

6.1.2 Metoda prstena po Di Noiju (*'Du Nouy ring method™")

Povrsinski napon vodenih rastvora nativnog i modifikovanog pektina odreden je
primenom instrumenta Nouy ring tensiometer (SEO DST 30 Surface tension metre).
Merenja su izvodena u laboratorijskoj ¢asi zapremine 50 ml u kojoj se nalazilo 20 ml
rastvora koncentracije 5 g dm®. Razmak izmedu potopljenog prstena, izradenog od
legure platine i iridijuma, i povrSine te¢nosti podesen je na 5 mm. Svi ekperimenti

izvodeni su na konstantnoj temperaturi od 25 °C. Vrednosti povrSinskog napona
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izraCunate su na osnovu zadatih parametara (dimenzije prstena, koncentracija rastvora,

temperatura) primenom integrisanog softverskog paketa [109].

6.2 Ispitivanje kineti¢kih i ravnoteZnih parametara sorpcije nativnog i
modifkovanog pektina u vodenim rastvorima Cu® jona

Koncentrovani rastvori nativnog i modifikovanog pektina (40 g dm™) su najpre
zamrznuti na temperaturi od -20 °C tokom 48 h, a potom liofilizovani tokom 24 h na
temperaturi od -30 ° C i pritisku 0.370 mbar uz pomo¢ uredaja Martin Christ Freeze-
dryer Alpha 1-2 LDplus. Liofilizovani uzorci konstantne mase (0.05g) uronjeni su u
vodene rasvore bakar (I1)-sulfata koncentracije 0, 5 g/l i pH=5.5. Promena koncentracije
Cu?* jona u funkciji vremena t praéena je uzorkovanjem zapremine od 1 ml rastvora u
unapred zadatim vremenskim intervalima tokom 24 h. Koncentracija Cu®** jona
odredena je primenom atomskog apsorpcionog spektofotometra, Perkin-Elmer Analyst
700 AAS. Analize su radene u atmosferi smeSe acetilena i vazduha, primenom plamene
tehnike na talasnoj duzini 249,22 nm. Eksperimentalni podaci dalje su analizirani
koris¢enjem Lagergren-ovog kinetickog modela pseudo prvog reda i Ho-ovog

kinetickog modela pseudo drugog reda.

6.3 Ispitivanje uticaja modifikacije na mehanicka i barijerna svojstva
filmova na bazi pektina

6.3.1 Priprema filmova

Filmovi su pripremljeni metodom otparavanja rastvaraca iz vodenih rastvora nativnog i
modifikovanog pektina koncentracije 20 g dm™ i zapremine od 20 ml. Rastvori su

izlivani u u teflonske kalupe kruznog oblika i suseni na temperaturi of 37 °C.

6.3.2 Ispitivanje mehanickih svojstava

Mehanic¢ka svojstva (zatezna ¢vrstoca — TS 1 relativno izduZenje (g)) ispitana su
koriS¢enjem Instron M 1185 universal uredaja za testiranje. Brzina istezanja podeSena je
na 2 mm min™. Prose¢na debljina uzoraka, merena digitalnim mikrometrom, iznosila je
20 pm. Podaci su uzeti kao srednja vrednost rezulata dobijenih iz pet nezavisnih

meranja za svaki uzorak dimenzija 15 x 5 mm, pri standardnoj devijaciji od 15%.
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7.3.3 Ispitivanje permeabilnosti vodene pare

Brzina prenosa vodene pare (water vapor transmission rate — WVTR) merena je prema
ASTM E96 vlaznoj metodi [251] koriste¢ci CEAST metalnu ¢asu sa izloZenom
povrsinom od 6,154 cm?. U dno ¢asa sa uzorcima dodata je higroskopna so relativne
vlaznosti 0% (CaCl,), nakon Cega su case Stavljene u komoru podesene relativne
vlaznosti od 50% i temperature od 25 °C. Pre merenja uzorci su ostavljeni u komori
tokom 24 h kako bi se sistem uravnotezio, a zatim su merene mase uzoraka na svaka 2
h. WVTR vrednosti izrazene u g h™ mm™ su odredene iz linearne zavisnosti promene

mase od vremena prema jednacini:

AG/t
WVTR = —= (6.1),

gde je AG promena mase (g), t vreme u kome je doslo do porasta mase AG (h), A
testirana povrsina ¢ase (mm?), a AG/t je nagib prave. Parametar permeabilnosti vodene

pare za svaki uzorak dobija se iz jednacine:

WVTR X L
p=— " (6.2),
Ap

gde je L debljina pektinskih filmova (mm) i Ap razlika parcijalnih pritisaka vodene pare
sa jedne i druge strane filma (1,587x10° Pa). Podaci su uzeti kao srednja vrednost tri

nezavisna merenja za svaki uzorak.
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Poglavlje VII
7. Acilovani derivati pektina

7.1 Mehanizam esterifikacije

Acilovani derivati pektina (karboksilatni estri) dobijeni su u reakciji hidroksilne grupe
pektina i acil-dihlorida (sukcinil-hlorid, glutaroil-hlorid, adipoil-hlorid, sebacoil-hlorid)
koji su korisc¢eni kao esterifikacioni agensi. Svojstva sintetisanih derivata ispitana su u
zavisnosti od molarnog odnosa agensa za acilaciju i galakturonske kiseline koji je
variran pri sintezi. Kako je procenjena reaktivnost OH grupe na C2 i C3 atomima
galakturonske kiseline u organskim rastvara¢ima priblizno jednaka, estarska veza se
moze uspostaviti preko jedne ili druge grupe sa istom verovatno¢om [38, 40]. U daljem
tekstu derivati pektina oznaéeni su kao SC, G, A i S, u zavisnosti od vrste koris¢enog
agensa za acilaciju, i numerisani sa 1/3 ili 1/15 u zavisnosti od primenjenog molarnog

odnosa agensa za acilaciju i galakturonske kiseline (Tabela 4.1, Eksperimentalni deo).

Slika 7.1. Mehanizam esterifikacije pektina.

U zavisnosti od duzine ugljeni¢nog niza agensa za acilaciju primenjenog pri sintezi, -

(CH>)m, kao proizvodi reakcije esterifikacije mogu nastati derivati razli¢ite strukture
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(Slika 7.1). Detaljnije objasnjenje strukturnih svojstava dobijenih derivata dato je u

Odeljku 7.5.

7.2 FTIR analiza nativnog i acilovanog pektina

FTIR spektri derivata pektina sintetisanih pri razli¢itim molarnim odnosima pektin/acil-

dihlorid prikazani su na Slikama 7.2-7.6. Radi poredenja, na svakom grafiku prikazan

je spektar nativnog pektina.
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Slika 7.2. FTIR spektri nativnog i modifikovanog pektina sintetisanog u prisustvu
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Slika 7.3. FTIR spektri nativnog i modifikovanog pektina sintetisanog u prisustvu

glutaroil-hlorida.
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Slika 7.4. FTIR spektri nativnog i modifikovanog pektina sintetisanog u prisustvu
adipoil-hlorida.
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Slika 7.5. FTIR spektri nativnog i modifikovanog pektina sintetisanog u prisustvu
sebacoil-hlorida.

Dominantan apsorpcioni pik na FTIR spektru nativnog pektina uocava se u oblasti
talasnih brojeva 3200-3600 cm™ (sa maksimumom oko 3400 cm™) i potice od O-H

vibracionih istezanja hidroksilne grupe. Vibracije istezanja C-H veze dovode do pojave
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pika srednjeg intenziteta u oblasti 2830-2995 cm™. Intenzivan pik oko 1746 cm™ potice
od istezanja C=0O grupa nejonizovane karboksilne kiseline i metil estra. Jonizacija
karboksilne kiseline dovodi do pojave pikova u oblasti od 1616-1650 cm™ i 1438-1443
cm™?, koji potidu od vibracija istezanja COO™ grupe. Vibracije ljuljanja —CH, grupe
dovode do pojave pikova na 1357 cm™ i 1228 cm™, dok pikovi na 1368 cm™ i 920 cm™
odgovaraju deformacionim (“’scissoring’’ 1 “’rocking’”) vibracijama -CH3z grupe metil
estara [252]. Intenzivni pikovi na 1146 cm™ i 1105 cm™ poti¢u od vibracija istezanja
etarskih R-O-R i C-C veza u cikli¢noj skrukturi pektinskog molekula. Pik na oko 830
cm ! poti¢e od COOH deformacija izvan ravni [253].

U poredenju sa nativnim pektinom, na FTIR spektrima modifikovanih pektina moze se
uotiti smanjenje intenziteta pika na 3400 cm™. Kako su OH grupe na C-2 i C-3 atomima
galakturonske kiseline oznacene kao centri esterifikacije, Smanjenje intenziteta ovog
pika moze se oObjasniti utroSkom ovih grupa u procesu modifikacije. Uvodenje
hidrofobnih segmenata u pektinski molekul dovodi do povecanja hidrofobnosti i
otezanog uspostavljanja vodoni¢nih veza, S§to dodatno utiCe na smanjenje intenziteta
ovog pika [254]. Na prisustvo - (CH,), segmenata u strukturi modifikovanih pektina
ukazuje pojava manje intenzivnih pikova na 2995 cm™, karakteristi¢nih za vibracije
istezanja alifaticne C-H grupe. Znac¢ajne promene u izgledu spektra mogu se uociti i U
oblastima talasnih duzina 1620-1750 cm™. Naime, poveéanje odnosa povrsine ispod
pika na 1746 cm™ u odnosu na sumu povriina ispod pikova na 1746 i 1620 cm™,
ukazuje da u strukturi sintetisanih derivata dolazi do formiranja dodatnih estarskih veza
izmedu hidroksilne grupe pektina i acil grupe esterifikacionog agensa. Suprotan
poredak, odnosno, smanjenje relativnog odnosa povrSine ispod navedenih pikova,
uocCeno je na spektrima alkilovanih pektina dobijenih u reakciji karboksilne grupe
pektina i alkil-halogenida [255]. U ovom radu, zapazena pojava u spektru alkilovanih
pektina objasnjena je hidrolizom karboksilne grupe 1 nastajanjem karboksilatnog anjona
u procesu modifikacije. Uzimajuc¢i dato objaSnjenje u obzir, rezultati prikazani na
Slikama 7.2-7.5 mogu se interpretirati na slede¢i nacin: smanjenje relativne povrsine
ispod pika, koji poti¢e od vibracionog istezanja karboksilatnog anjona, ukazuje da se
karboksilne grupe acilovanih derivata pektina u najvecoj meri nalaze u protonovanom
obliku. Uoc¢ena razlika u povrs$ini ispod pikova izraZenija je na FTIR spektrima uzoraka
sa ve¢im stepenom acilacije (SC1/3, G1/3, Al1/3, S1/3).
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7.3 GPC analiza nativnog i acilovanog pektina

GPC analizom odredena je raspodela molarnih masa uzoraka nativnog i modifikovanog
pektina. Hromatogrami na Slici 7.6 dati su kao zavisnost retencione zapremine od

indeksa refrakcije.
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Slika 7.6. Hromatogrami nativnog i modifikovanog pektina sintetisanog pri a) visem
(1/3) i b) nizem (1/15) molarnom udelu agensa za acilovanje.

Sa Slike 7.6 moze se zakljucti da nema znacajnih promena retencione zapremine

modifikovanih pektina u poredenju sa nativnim, odnosno, da nije doslo do degradacije
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tokom esterifikacije. Srednje vrednosti molarnih masa po brojnoj zastupljenosti (M)
frakcije koja se izdvaja u datom opsegu elucione zapremine iznosi 55 000-60 000 g

mol™.

7.4 Odredivanje reoloskih parametara rastvora nativnog i acilovanog
pektina

Polimeri koji poseduju hidrofilne i hidrofobne strukturne elemente pokazuju specifi¢na
reoloska svojstva, koja u velikoj meri zavise od inter- i intramolekulskih interakcija koje
se uspostavljaju u datom sistemu. Rezultati ispitivanja reoloskih svojstava vodenih

rastvora nativnog i modifikovanog pektina (40 g dm™) prikazani su na Slici 7.7.
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Slika 7.7. Viskoznost rastvora nativnog i modifikovanog pektina sintetisanog pri a)
nizem (1/15) i b) visem (1/3) molarnom udelu agensa za acilovanje.
Pri svim ispitivanim brzinama smicanja, rastvori acilovanog pektina pokazuju nize
vrednosti viskoznosti u poredenju sa nativnim pektinom. Kod uzoraka modifikovanih
tako da svaka treca galakturonska jedinica pektinskog lanca ucestvuje u reakciji
esterifikacije, viskoznost rastvora opada u nizu pektin>S1/3>A1/3~G1/3~S1/3 (Slika
7.7b). Isti opadajuci trend uocen je i kod uzoraka modifikovanih pri nizem molarnom
udelu agensa za acilovanje (SC1/15, G1/15, A1/15, S1/15, G1/15, Slika 7.7a). Kako je
GPC analizom utvrdeno da nije doslo do degradacije pektinskog lanca, smanjenje
viskoznosti rastvora acilovanih derivata moZe biti posledica vece heterogenosti ovih

sistema, nastale usled formiranja domena smanjene rastvorljivosti [256].

Pri malim brzinama smicanja (0,1 — 0,3 s™) rastvori G1/3, G1/15, A1/3 i A1/15 pokazju

nagli pad viskoznosti koji se moze objasniti raskidanjem vodoni¢nih veza koje su
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favorizovane u ovim sistemima [257]. Detaljna diskusija koja se tice specifi¢nih inter- i
intramolekulskih interakcija uslovljenih strukturom derivata bi¢e data u nastavku
(Odeljak 7.5).

7.5 Analiza raspodele veli¢ine ¢estica u rastvorima nativnog i acilovanog
pektina

Sa stanovista stabilnosti i primene pektina, interakcije sa rastvaratem predstavljaju
veoma znaCajan aspekt [258]. Raspodela veli¢ina Cestica moze obezbediti veoma
korisne smernice za blize odredivanje uticaja strukture na ponasanje polimera u datom
rastvaracu. Kako se pektini najbolje rastvaraju u vodi, analiza raspodele veliina Cestica

ispitivanih uzoraka data je upravo za ovaj sistem.

4.0 K e e e

354 =—Pektin i
3.0 R
2.5 1 B

2.0+ R
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0.1 1 10 100 1000
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Slika 7.8. Raspodela velicina Cestica rastvora nativnog pektina.

U rastvoru nativnog pektina uocena je veoma §iroka raspodela Cestica sa dimenzijama u
opsegu 0,26 do 214 um. (Slika 7.8). Dobijeni podaci ukazuju da u razblazenom rastvoru
pektina 50% zapremine zauzimaju Gestice pre¢nika manjeg od 11,04 pm. Cestice
manjih dimenzija (0-1,21 um) zauzimaju manje od 10% zapremine, dok Cestice manje

od 81,17 um zauzimaju 90% ukupne zapremine.

Vrednosti pre¢nika Cestica nativnog i1 modifikovanog pektina, koje zauzimaju 10%
(dv,0.1), 50% (dv, 05) 1 90% (dv, 09) Ukupne zapremine rastvora, prikazane su u Tabeli
7.1.
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Tabela 7.1. Precnici cestica u vodenim rastvorima nativnog i modifikovanog pektina.

Oznaka uzorka dvo1 dv, 05 dv, 09
Pektin 1,21 11,0 81,2
SC1/3 1,35 1,72 46,2
SC1/15 1,94 15,0 50,7
G1/3 0,980 4,57 59,7
G1/15 1,10 1,22 55,6
Al/3 1,24 7,73 69,4
Al/15 1,39 9,41 127

S1/3 2,95 41,8 186

S1/15 5,63 69,9 247

Sa slike 7.9 se moze zakljuciti da je raspodela veli¢ina Cestica u rastvorima
modifikovanih pektina nesto uza i da je za uzorke modifikovane u prisustvu sukcinil-
hlorida i glutaroil-hlorida pomerena ka nizim vrednostima. Dakle, u rastvorima jednake
koncentracije ove Cestice imaju manji zapreminski udeo od Cestica nativnog pektina. U
rastvorima derivata pektina sintetisanih u prisustvu adipoil- i sebacoil-hlorida,

detektovane su Cestice veceg precnika u odnosu na one u rastvoru nativnog pektina.
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Slika 7.9. Raspodela velicina Cestica rastvora pektina modifikovanog pri razlicitim
molarnim udelima acil-dihlorida.
U cilju boljeg razumevanja uocenih razlika u raspodeli veli¢ina Cestica, neophodno je
uzeti u obzir sve inter- i intramolekulske interakcije koje se mogu ostvariti u ispitivanim
sistemima. Na osnovu strukture pektina i predlozenih struktura acilovanih derivata
(Slika 7.1), raspodela veli¢ine Cestica u vodenom rastvoru moze biti uslovljena
delovanjem elektrostatickih odbojnih sila usled prisustva velikog broja jonogenih
COOH grupa, vodoni¢nih veza, kao i hidrofobnih privla¢nih interakcija intenziviranih
ugradnjom - (CH,), segmenata u pektinski lanac. Takode, znacajan uticaj na raspodelu
veli¢ine Cestica u rastvoru moze imati umrezenje pektinskih lanaca koje nastaje u
reakciji esterifikacije, kao i pH vrednost ispitivanog rastvora. Pri pH vrednostima
manjim od 3,5 (ispod pKa) slobodne karboksilne grupe su uglavnom nedisosovane, dok
su pri vrednostima pH visim od 4,5 (iznad pKa) ove grupe disosovane [259, 260].
Negativno naelektrisanje karboksilatnih anjona, pri visim pH vrednostima, dovodi do
elektrostatiCkog odbijanja makromolekula u rastvoru. Pri zadatoj Kiselosti ispitivanih

rastvora (pH=3) disocijacija karboksilnih grupa je suzbijena, pa se u datom sistemu
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odbojne sile izmedu istoimenih naelektrisanja mogu smatrati zanemarljivim. U
molekulu nativnog pektina vodoni¢ne veze mogu se uspostaviti izmedu slobodnih
karboksilnih ili hidroksilnih grupa susednih molekula, dok se hidrofobne veze
uglavnom ostvaruju izmedu metil estarskih grupa. Uo¢ene razlike u veli¢ini Cestica, U
rastvorima nativnog i modifikovanog pektina, nedvosmisleno ukazuju da su promene u
strukturi, nastale usled hemijske modifikacije, uticale na delovanje razmatranih
interakcija. Kao §to je ve¢ navedeno, U rastvorima uzoraka sintetisanih u prisustvu
adipoil- i sebacoil-hlorida detektovane su Cestice najveéih pre¢nika. Ovaj rezulat se
tumaci povecanjem intenziteta hidrofobnih interakcija i pojave agregacije, usled
ugradnje acli ostataka sa vecim brojem C atoma u nizu. Interesantno je da je trend
povecanja dimenzija Cestica izraZzeniji U rastvorima uzoraka sintetisanih pri manjim
molarnim udelima di-acil hlorida (Al1/15, S1/15). Kako su acil ostaci adipoil- i
sebacoil-hlorida dovoljno dugacki da mogu da povezu dva susedna pektinska lanca,
opisano ponaSanje moze se Objasniti umrezavanjem, odnosno, nastajanjem hemijskih
gelova u procesu modifikacije. Umrezenije strukture (A1/3, S1/3) poseduju manji
kapacitet bubrenja u rastvoru, pa je stoga njihov zapreminski udeo u vodenim
rastvorima manji. S druge strane, smanjenje dimenzija Cestica u rastvorima uzoraka
modifikovanih u prisustvu sukcinil-hlorida i glutaroil-hlorida moze ukazivati na
formiranje stuktura u kojima su acil ostaci za pektinski lanac vezani u vidu bocnih
grana. Prisustvo izolovanih bo¢nih lanaca sa terminalnom karboksilnom grupom dovodi
do povecanja intenziteta vodoni¢nih veza, ¢ime se suzbija uticaj hidrofobnih interakcija.
Pretpostavka je da je duzina acil ostatka sukcinil- i glutaroil-hlorida bila nedovoljna da
poveze dva susedna pektinska lanca. Pri niskim pH vrednostima, unutrasnja raspodela
karboksilnih kiselina duz polimernog lanca postaje dominantan faktor koji diktira
intenzitet vodoni¢nih interakcija, kao 1 svojstva rastvorenog uzorka. Stabilisane
delovanjem intramolekulskih vodoni¢nih veza, Cestice u ovim rastvorima ne pokazuju
tendenciju ka agregaciji, pa je i njihova raspodela uniformnija [261]. Vizuelni prikaz
razblazenih vodenih rastvora nativnog pektina i derivata sintetisanih pri razli¢itim

molarnim udelima acil-dihlorida dat je na Slici 7.10.
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PEKTIN

Slika 7.10. Vizuelni prikaz razblazenih vodenih ratvora nativnog i modifikovanog
pektina: al) SC1/3; a2) SC1/15; bl) G1/3; b2) G1/15; c1) A1/3; c2) A1/15; d1) S1/3;
d2) S1/15.

Na slikama koje prikazuju Cestice u rastvorima modifikovanih pektina (Slika 7.10 a, b,
¢, d) mogu se uociti domeni Cestica znatno veéih dimenzija u poredenju sa rastvorom
nativnog pektina. Pretpostavka je da do uspostavljanja heterogene organizacije dolazi
usled smanjene rastvorljivosti strukturnih domena modifikovanih derivata. Ovaj trend je
izrazeniji kod uzoraka modifikovanih pri manjim udelima acil-dihlorida. Uoceno
ponasanje moze biti posledica manjeg stepena umreZenja, pa ovi uzorci imaju veéi

kapacitet bubrenja u vodenim rastvorima.
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7.6 TG analiza nativnog i acilovanog pektina
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Slika 7.11. Termogravimetrijske krive nativnog i modifikovanog pektina.

Termogravimetrijske krive nativnog i modifikovanog pektina prikazane su na Slici 7.11.
Degradacija svih ispitivanih uzoraka deSava se u dva stupnja karakteristicna za pektine.
Prvi stupanj obuhvata temperaturni interval od 25-180 °C, dok se drugi odvija u opsegu
od 180-600 °C. Prvi stupanj termicke degradacije karakteristi¢an je za otparavanje vode
iz sistema [254]. Na osnovu interakcija koje se uspostavljaju izmedu apsorbovanih
molekula vode i hidrofilnog polimera mogu se razlikovati slobodna i vezana voda [262,

263]. Usled nepostojanja fizi¢kih interakcija sa polimerom, slobodna voda ne podleze
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promenama temperature faznih prelaza i kristalise na 0 °C. U zavisnosti od strukture
polimera, interakcije uspostavljene sa molekulima vezane vode mogu biti slabe Van der
Waals-ove i intenzivne vodoni¢ne. Voda vezana Van der Waals-ovim vezama kristalise
na temperaturama ispod 0 °C, dok voda vezana vodoni¢nim vezama ne kristaliSe cak ni
kada se nabubreo uzorak ohladi do temperature od -100 °C [264]. Kriva degradacije
nativnog pektina ukazuje na intenzivno isparavanje vode u opsegu od 25-100 °C, dok se
kontinualni gubitak mase modifikovanih uzoraka deSava u opsegu od 25-180 °C.
Uocene razlike u prvom stupnju termicke degradacije ukazuju na to da je prisustvo
hidrofobnih segmenata u strukturi modifikovanih pektina uticalo na interakcije
uspostavljene izmedu polimera i molekula vode, pa uzorci modifikovanog pektina
apsorbuju manju koli¢inu nevezane vode pri istim uslovima skladistenja. U drugom
stupnju, koji se odvija od 180-600 °C, dolazi do najveceg gubitka mase usled termicke
razgradnje pektina. Gubitak mase od oko 60% poti¢e od piroliticke dekompozicije
[254]. U ovom stupnju dolazi do primarne i sekundarne dekarboksilacije koja ukljucuje
boc¢ne kiselinske grupe kao i ugljenik iz prstena, nakon ¢ega dolazi do karbonizacije
materijala. Ve¢i nagib TG krive uzoraka modifikovanog pektina ukazuje na stvaranje
viSe isparljivih proizvoda degradacije u drugom stupnju u poredenju sa nativnim
pektinom. Na DTG krivama svih ispitivanih uzoraka degradacioni pik najveceg
intenziteta uocava se u intervalu od 180-285 °C (sa maksimumom na 230 °C). Kod
modifikovanih uzoraka degradacija zapoc¢inje na nesto nizoj temperaturi u odnosu na
nativni pektin, $to moze biti posledica veCeg broja manje stabilnih estarskih veza

prisutnih u strukturi acilovanih derivata [265].

7.7 DSC analiza nativnog i acilovanog pektina

Temperatura ostakljivanja je kompleksan fenomen uslovljen brojnim faktorima
ukljucujudi intramolekulske interakcije, molarnu masu, fleksibilnost polimernih lanaca,
grananje i stepen umrezenja [266]. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 7.2, moze se
zakljuciti da acilovani derivati pektina imaju niZze Tg vrednosti u poredenju sa nativnim
pektinom. Odstupanja od temperature ostakljivanja nativnog pektina veca su kod
uzoraka sa veéim stepenom acilovanja, $to se moze objasniti poveéanjem slobodne
zapremine usled veceg broja acil ostataka u strukturi ovih derivata. Generalno, $to je

vecéa slobodna zapremina, niza je Tg [267].
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Tabela 7.2 Temperature ostakljivanja (Tg) nativnog i modifikovanog pektina.

Oznaka uzoraka Tg

Pektin 131
SC1/3 93,0
SC1/15 99,0
G1/3 95,0
G1/15 118
Al/3 95,0
Al1/15 127
S1/3 94,0
S1/15 121

7.8 Analiza morfologije liofilizovanih uzorka nativnog i acilovanog pektina

SEM mikrografi, koji prikazuju morfologiju poprecnog preseka liofilizovanih rastvora
nativnog i modifikovanog pektina, prikazani su na Slikama 7.12-7. 7.16.

SEM HV: 20 kV WD: 7.61 mm
View field: 1.44 mm Det: SE 200 pm
SEM MAG: 150 x  Date(m/dly]): 06/30/16

Slika 7.12. SEM mikrograf liofilizovanog rastvora nativnog pektina.
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WD 7.50 mm: | SEM HV: 20 kv WDi: B.28 mm |
View fald: 1.45 mm Dat: SE 200 pm View fald: 1.45 mm Dat: SE 200 pm
SEM MAG: 148 x  Date{midiy): SRI0ME SEM MAG: 150 x  Date{midiy): S&I0ME

Slika 7.13. SEM mikrografi liofilizovanih rastvora acilovanih derivata pektina a)
SC1/3; b) SC1/15.

it

T . ~ N | i - F

FEM HV: 20 kW WO 7.1 mm NI NTNT] SEM MW 20 kW WO: 7.87 mm
Wiew fledd: 1.44 mm Dek: BE 00 pon View fledd: 1.18 mm Dwt: 8E

SEM MAG: 150 x  Datemidiy): 08/3818 SEM MAG: 183 x  Date{midly): BEI0HE

Slika 7.14. SEM mikrografi liofilizovanih rastvora acilovanih derivata pektina a) G1/3;
b) G1/15.
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s do. el e = . A e ]
SEM HV: 10 kv WD: 788 mm 1 SEM HV: 20 kW WD: 5.00 mm Ll |
Wi el 1.44 mam Dat: BE Wi flakd: 1.44 mm Dat: SE 200 pm
SEM MAG: 150 x  Date[midiy]: 08/38/18 SEM MAG: 158 x  Date{midly): 0630/E

Slika 7.15. SEM mikrografi liofilizovanih rastvora acilovanih derivata pektina a) A1/3;
b) A1/15.

- ..
SEM HV: 20 kW WO 822 mm Liialy SEM HV: 20 kv WO: 817 mm
Wiaw lald: 145 mam Dat: BE F00 pm Wi flebd: 1.44 mm Dwet: 8E

SEM MAG: 148 x  Date(midly]: 08/30/18 SEM MAG: 150 x  Date{midhy); 06I0ME

Slika 7.16. SEM mikrografi liofilizovanih rastvora acilovanih derivata pektina a) S1/3;
b) S1/15.

Morfologija popreénog preseka liofilizovanih rastvora nativnog i modifikovanog
pektina ukazuje na sunderastu strukturu koja obiluje naborima i Supljinama, nastalih kao
posledica migracije molekula vode [268]. U odnosu na nativni pektin, u mikrostrukturi

modifikovanih uzoraka mogu se uociti gu$¢i nabori sa veéim brojem Supljina.
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Morfoloske promene mogu se povezati sa izmenjenim interakcijama izmedu
modifikovanih polimera i molekula vode, nastalih ugradnjom hidrofobnih mikrodomena
u lanac pektina. Usled toga, prostorni raspored koji molekuli vode zauzimaju u
koncentrovanim rastvorima modifikovanih pektina razlikuje se u odnosu na onaj koji
imaju u rastvoru nativnog pektina. Zbog izrazenijeg hidrofobnog karaktera i losije
interakcije sa polarnim rastvaraCem, uzorci sa veéim stepenom acilacije poseduju
kompaktniju strukturu, sa Supljinama manjih dimenzija u odnosu na one prisutne u

strukturi derivata pektina veceg stepena acilovanja.
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Poglavlje VIlI

8. Uticaj anjona na umreZavanje pektina u rastvorima dvovalentnog
bakra

8.1 FTIR analiza umreZenih Cestica nativnog pektina

U cilju dobijanja informacija o promenama u strukturi nastalih kao posledica
umrezavanja, primenom FTIR spektroskopije analizirani su uzorci pektina pre i nakon

umrezavanja u rastvorima razli¢itih bakarnih soli (Slika 8.1).

——Cu(C,H0),
o —— cucl,
_ ——Cu(NO,),
100, ——Cuso,
| 3436-3440 1617-1625 —— pektin
90
R 80
=]
[X]
=
£ 4
E ! 10151017
m 504
==
= 1
50 } 1610 1010
1 =dno
40

T T T T T T T T T T T
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Talasni broj, cm”

Slika 8.1. FTIR spektri nativnog i pektina umrezenog u rastvorima bakarnih soli.

Na FTIR spektru nativnog pektina moze se uociti §irok i intenzivan apsorpcioni pik oko
3400 cm™' koji poti¢e od vibracionog istezanja —OH grupa. Pikovi na 1610 cm™' i 1440
cm ' javljaju se usled asimetri¢nih i simetri¢nih vibracija istezanja karboksilatnog
anjona (COO"), dok pik na 1010 cm™' poti¢e od vibracionog istezanja C-OH grupa u
strukturi pektina [269]. Pik koji se javlja na 1736 cm™' odgovara vibracionom istezanju
C=0 veze karboksilnih grupa ili njenih estara (—COOH, -COOCHj3) [270]. S obzirom
da pri stvaranju kompleksa sa jonima metala interaguju karboksilne i hidroksilne grupe,
intenzitet ovog pika moze biti indikativan za tumacenje interakcija izmedu pektina i
bakarnih jona [271].
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Nakon umrezavanja, moze se uociti pomeranje pikova koji se javljaju na 3400, 1610,
1440 i 1010 cm™' u oblast talasnih brojeva 3436-3440, 1617-1625, 1418-1420 i 1015-
1017 cm™, redom (Slika 8.1). Ova pomeranja mogu Se pripisati promenama u ukupnom
naelektrisanju, odnosno, nastanku COO™ i O™ i jona nakon interakcija karboksilne i
hidroksilne grupe sa jonima bakra iz rastvora [271]. Nakon umrezavanja dolazi do
znaGajnog smanjenja intenziteta pika na 1736 cm™ §to se moZe objasniti supstitucijom

jona vodonika COOH grupe i formiranjem COO-Cu kompleksa [272].

FTIR spektar, ipak, ne ukazuje na postojanje razlika u strukturi kompleksa pektina i
bakra koje nastaju kao posledica uticaja razli¢itih anjonskih vrsta u rastvorima
koris¢enim za umrezavanje. U spektru ne dolazi do znacajnijih pomeranja, niti pojava
novih pikova koji bi ukazali na prisustvo specifi¢nih anjona, najverovatnije usled

njihove nedovoljne koncentracije da bi bili detektovani primenom FTIR spektroskopije.

8.2 Primena sorpcionog modela na umrezavanje pektina Cu®* jonima

Pektin rastvoren u vodi poseduje veliki broj jonizujuéih COOH grupa, §to ovaj polimer
¢ini vrlo osetljivim na promenu pH [273]. Sorpcija jona bakra takode zavisi od pH
vrednosti rastvora i favorizovana je u opsegu of pH 2 do pH 5. Iznad pH 5 nije moguce
istpitivati sorpciju bakarnih jona jer dolazi do taloZenja nerastvornog bakar(ll)-
hidroksida [274]. Pri pH vrednostima nizim od 3, sorpcija Cu?* jona je otezana usled
postojanja kompetitivne reakcije sa H* jonima. Kao posledica odbojnih sila koje se
javljaju izmedu istoimenih naelektrisanja, H * joni mogu onemogugiti pristup katjonima
metala do mesta sorpcije. Povecanje pH iznad 3 dovodi do povecanja negativnog
naelektrisanja duz pektinskog lanca, pa su privlacne interakcije sa katjonima metala u
ovim uslovima favorizovane [275]. Uzimaju¢i u obzir sve prethodno navedeno,
procenjeno je da su pri pH 4 obezbedeni optimalni uslovi za analizu umrezavanja

pektina.
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Ravnotezni kapacitet sorpcije procesa umrezavanja (Ce) izraCunat je na osnovu
jednacine:

(CO - Ce) 14

ge = ——— (8.1)

gde je ge ravnotezni kapacitet sorpcije (g/g), Co I Ce Su pocetna i ravnotezna koncentracija

Cu?* jona (g/l), V je zapremina rastvora, a m masa sorbenta (g).

Krive sorpcije koriS¢ene za opisivanje procesa umrezavanja pektina prikazane su na

Slici 8.2.
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Slika 8.2. Krive zavisnosti ravnoteznog kapaciteta sorpcije nativnog pektina od pocetne

koncentacije Cu** jona.

Uzimajuéi u obzir disocijaciju bakarnih soli kori§¢enih za umreZavanje, jasno je da se
molarna koncentracija sulfatnih jona u rastvoru razlikuje u odnosu na ostale anjone
razmatrane u ovom radu (acetatni, hloridni i nitratni jon). U cilju uspostavljanja
koncentracione jednakosti svih anjona, u rastvor bakar(ll)-sulfata dodat je kalijum(l)-
sulfat u ekvimolarnom odnosu. Rezultati prikazani na Slici 8.3 ukazuju da je
koncentracija Cu®* jona utroSena U procesu umreZavanja iz rastvora CuSOj i
CuSO4/K;SO4 priblizno jednaka, pa se moze zakljuditi da pomenuta razlika u

koncentraciji SO4* nema uticaja na kapacitet sorpcije.
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Slika 8.3. Ravnotezni kapacitet sorpcije Cu*t procesa umrezavanja nativnog pektina u

rastvorima CuSO, i CuSO4/K,SO,

Generalno, kapacitet sorpcije se povecava sa povecanjem podetne koncentracije Cu®*
jona. Ovakav rezultat ukazuje da je koli¢ina bakarnih jona koja se utro$i u procesu
umrezavanja uslovljena pocetnom koncentracijom rastvora. Pri nizim pocetnim
koncentracijama bakarnih jona u rastvorima (co(Cu?")<2 g/l) sorpcione krive se
preklapaju, pa se uticaj razliitih jonskih vrsta na kapacitet sorpcije u ovom
koncentracionom opsegu moze smatrati zanemarljivim. Dalje povecanje pocetne
koncentracije rastvora utide na kapacitet sorpcije Cu®* jona, pri ¢emu je maksimalni
kapacitet sorpcije postignut u vodenom rastvoru bakar(ll)-sulfata. Kapacitet sorpcije,
odnosno, koncentracija bakarnih jona koja se utrosi u procesu umrezavanja pektina u
razli¢itim rastvorima bakarnih soli opada u nizu
CuSO4>Cu(C;zH307)2>CuCl,>Cu(NOs)s,.

Uz pretpostavku da je efekat bakarnog katjona na proces umrezavanja pektina isti u
svim rastvorima, uocene razlike u kapacitetima sorpcije mogu se tumaciti kroz uticaje
razli¢itih anjona. Vece naelektrisanje sulfatnog anjona u odnosu na druge ispitivane
anjone moze biti razlog vece efikasnosi u procesu jonskog vezivanja [233, 276]. Zbog
izrazitog akceptorskog efekta prema jonima vodonika, koji utice na uspostavljanje

vodoni¢nih interakcija, sulfatni jon pospesuje proces vezivanja metala iz vodenih
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rastvora [233]. Chen i saradnici do$li su do slicnih saznanja ispitivanjem kapaciteta
sorpcije nativnog hitozana i hitozana umrezenog epihlorhidrinom u vodenim rastvorima
bakar(ll)-hlorida i bakar(ll)-sulfata. Naime, rezultati dobijeni u ovom istrazivanju
ukazuju na veci kapacitet sorpcije materijala na bazi hitozana iz rastvora bakar(ll)-

sulfata pri istim pH vrednostima [234].

8.3 Primena Hofmeister-ove teorije na analizu uticaja anjona u procesu
umreZavanja pektina

Uocene razlike u koncentracijama Cu®* jona koje se utroie u procesu umrezavanja
mogu Se objasniti uticajem specifiénih anjona, koji je 1888. godine u svojoj studiji
predlozio Franz Hofmeister [277]. Hofmeister-ova teorija predvida rangiranje anjona na
osnovu njihovog relativnog uticaja na ponasanje makromolekula u vodenim rastvorima i
predstavlja se slede¢im nizom (Hofmeister-ov niz): F=~SO,*>HPO,>”CH3COO>CI
>NO3;>Br>CIlO3>I">ClIO4>SCN". Anjoni sa desne strane Cl nazivaju se haotropima
(slabo hidratisani anjoni, “water structure breakers”), dok se anjoni sa leve strane CI
nazivaju kosmotropima (izrazito hidratisani, “water structure makers”) [278]. Hloridni
anjon se smatra neutralnim (bez uticaja). Usled jakih interakcija koje ostvaruju sa
molekulima vode, kosmotropi poseduju mogucnost stabilizacije vodene strukture. S
druge strane, haotropi ostvaruju loSije interakcije sa molekulima vode 1 na taj nacin je
destabilisu [279]. Ovom teorijom na sli¢an nacin opisan je uticaj katjona i predstavljen
je sledeé¢im nizom: (CHs)sN">NH,">CS*>Rb*>K*> Na*>Li*>Mg**>Ca**. Katjoni sa
leve strane K™ jona, koji se smatra neutralnim, nazivaju se haotropima, dok se katjoni sa

desne strane K" nazivaju kosmotropima [280].

Svi anjoni razmatrani u ovom istrazivanju pripadaju Hofmeister-ovom nizu. Osnovne

karakteristike ovih anjona prikazane su u Tabeli 8.1 [281, 282].
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Tabela 8.1 Radijus anjona — r; polarizabilnost — «, molarni prirastaj povrsinskog
napona— o, parcijalna molarna zapremina — v. Navedene vrednosti odgovaraju vodenim
rastvorima ispitivanih anjona pri koncentraciji 1 M.

. r (pm 0(A)  o(mNLmtmol V(X
Anion [g%sf [2(82f ( 11\; [284] er%'zf
oV 258 63%04 574 1162

CHsCOO" 162 / 0.93 39.23
cr 181 3,76 163 16,5
NOs 206 4.47 118 278

Bakarne soli rastvorene u vodi brzo disosuju na odgovarajuc¢e jone koji svojim
delovanjem narusavaju vodoni¢ne veze uspostavljene izmedu molekula vode.
Raskidanje vodoni¢nih veza je energetski nepovoljno, ali se u zavisnosti od vrste jona
ovaj gubitak energije moze kompenzovati [285]. Prema Hofmeister-ovoj teoriji, pri
nizim koncentracijama (Co(Cu®*)<2 g/l) uticaj anjona na makromolekule u rastvorima
moze se smatrati zanemarljivim zbog nedovoljno jakih interakcija koje bi mogle da
narus$e uspostavljenu strukturu vodoni¢nih veza [278]. Na osnovu podataka prikazanih u
Tabeli 8.1 i sorpcionih eksperimenata (Slika 8.2) mozZe se zakljuciti da anjoni nize
polarizabilnosti (CI, NOj3) imaju destabiliSuéi uticaj, koji se ogleda u smanjenom
kapacitetu sorpcije pri ve¢im koncentracijama ispitivanih rastvora bakarnih soli. Anjoni
vise polarizabilnosti (S04, CHsCOO) u vetoj meri doprinose Ssuzbijanju
elektrostatickog odbijanja, pospesuju¢i na taj naci sorpciju metalnih jona. Naime,
protoni u kompetitivnoj reakciji ometaju pristup bakarnih jona do mesta vezivanja, pa
smanjenje elektrostatickog odbijanja dovodi do stabilizacije sistema. Dakle,
najpolarizabilniji sulfatni anjon u najve¢oj meri stabiliSe sistem 1 pospesSuje sorpciju.
Uocene razlike u kapacitetima sorpcije ukazuju da je uticaj specifi¢nih anjona izraZeniji

u rastvorima visih pocetnih koncentracija.
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8.4 Primena adsorpcionih izotermi na ispitivanje mehanizma umrezavanja
nativnog pektina u vodenim rastvorima soli bakra

Kao §to je ve¢ napomenuto, proces umrezavanja pektina je veoma slozen i1 zasniva se na
razli¢itim mehanizmima koji ukljucuju jonsku izmenu, kompleksaciju, elektrostaticke i
vodonicne interakcije [223]. 1z ovih razloga, jo$ uvek nije razvijen jedinstven teorijski
model koji bi objedinio sve uticaje i opisao ovaj proces na verodostojan naéin. Bez
obzira §to nisu ispunjeni svi teorijski kriterijumi njihove primene, u literturi se za
opisivanje prosesa sorpcije jona metala iz vodenih rastvora primenom razlicitih vrsta
suspenzija polisaharida kao sorbenta, Cesto koriste Langmuir-ova i Freundlich-ova
adsorpciona izoterma [225]. Primenom ovih teorijskih modela mogu se dobiti veoma
korisne informacije koje se ti¢u pre svega selektivnosti sorbenta prema razli¢itim
vrstama jona metala, kao i podaci o ravnoteznim kapacitetima sorpcije. Upravo linearni
oblici ovih modela koris¢eni su za korelaciju dobijenih eksperimentalnih podataka
procesa umrezavanja rastvora nativnog pektina u vodenim rastvorima soli bakra
razli¢ite koncentracije (Slika 8.4 i Slika 8.5). Karakteristi¢ni parametri za oba modela,

kao i koeficijenti korelacije (R?) prikazani su u Tabeli 8.2.
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Slika 8.4. Eksperimentalne sorpcione izoterme dobijene primenom Freundlich-ovog
modela a) CuSOy; b) Cu(CH3COO);,; ¢)CuCly; d) Cu(NOs),.
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Slika 8.5. Eksperimentalne sorpcione izoterme dobijene primenom Langmuir-og
modela a) CuSOy; b) Cu(CH3COO);,; ¢)CuCly; d) Cu(NOs),.

Vrednosti parametara predstavljenih u Tabeli 8.2 ukazuju da su oba modela sorpcionih
izotermi primenljiva samo u slucaju umrezavanja pektina u rastvoru bakar(ll)-sulfata.
Korelacija eksperimentalnih podataka, dobijenih kvantifikacijom umrezavanja pektina u
ostalim razmatranim rastvorima, daje negativhu vrednost odse¢ka (1/Qmax), pa je
Langmuir-ov model na ove sisteme neprimenljiv (Slika 8.5). Kako su Langmuir-ovom i
Freundlich-ovom izotermom predvideni potpuno razli¢iti mehanizmi sorpcije, moze se
zakljuciti da sulfatni anjon interaguje po drugacijem obrascu u poredenju sa CH3;COO,
ClI" i NOjs. Analiziraju¢i vrednosti parametara 1/n (Tabela 8.1) zaklju¢ujemo da je
umrezavanje pektina cu® jonima u prisustvu razliitth anjona vodeno razli¢itim
mehanizmima. Vrednost parametra 1/n>1 ukazuje na kooperativhu sorpciju procesa
umrezavanja pektina u prisustvu nitratnog i acetatnog anjona. Vrednost 1/n=1, dobijena
korelacijom eksperimentalnih podataka za sorpciju iz rastvora bakar(Il)-hlorida,
indikator je linearne sorpcije sa ve¢im brojem sorpcionih centara jednake energije, dok
vrednost 1/n< 1 ukazuje da je u prisustvu sulfatnog jona process sorpcije favorizovan
[286].
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Za sorpciju iz rastvora acetata, hlorida i nitrata, vrednosti parametra K razlikuju se
samo neznatno. Vrednost ovog parametra, koji predstavlja meru kapaciteta sorpcije,
nesto je visa za sorpciju iz rastvora bakar(Il)-sulfata (K=0,0352 g/g), §to je jo$ jedna

indikacija specifi¢nih interakcija do kojih dolazi u prisustvu ovog anjona.

Tabela 8.2. Langmuir-ovi i Freundlich-ovi karakteristicni parametri i koeficijenti
korelacije za sorpciju Cu ** jona u procesu umrezavanja pektina.

Anjon Parametri Freundlich-ove izoterme
R 1n K¢(g/g)
SO~ 0,94 0,97 0,0352
CH3;COO 0,92 1,30 0,0252
Ccr 0,91 1,00 0,0270
NO;’ 0,95 1,10 0,0273

Parametri Langmuir-ove izoterme

R2 qmax(g/g) KI(I/g)
S0~ 0,92 3,28 0,0125

8.5 Analiza morfologije umrezZenih Cestica pektina

Morfologija povrSine i popreénog preseka Cestica pektina ispitana je primenom
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Ispitivani uzorci najpre su umrezeni u
rastvorima bakarnih soli jednake koncentracije (0.1 mol dm™), a zatim liofilizovani.
Mikrografi celih ¢estica (al, b1, cl, d1), njihove povrSine (a2, b2, ¢2, d2) i poprecnog
preseka (a3, b3, ¢3, d3) dati su na Slici 8.6.
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Slika 8.6. SEM mikrografi Cestica pektina umreZenih u rastvorima a) CuSOy; b)
Cu(CH3COO0)y; c) Cu(NOs3)2; d) CuCl,.
Iako su Cestice dobijene umrezavanjem pektina u prisustvu Katjona istog metala,
morfologija povrsine (Slika 8.6, al, bl, cl, d1) i popre¢nog preseka (Slika 8.6, a3, b3,
3, d3) ukazuje na postojanje izvesnih razlika. Kod svih uzoraka moze se uoditi hrapava
povrsSina koju prekrivaju karakteristi¢ni nabori razli¢ite veli¢ine i zastupljenosti. Nabori
su nazastupljeniji na povrsini Cestice umrezene u rastvoru bakar(ll)-sulfata (Slika 8.6,
al), Sto moze biti posledica veceg stepena umrezenja. Zastupljenost nabora na povrsini
uzoraka se smanjuje sa smanjenjm koncentracije bakarnih jona koji uéestvuju u procesu
umrezavanja, pa se ova vrsta povrSinske morfologije povezuje sa skupljanjem Cestica
pri ve¢im koncentracijama jona metala [287]. Mikrografi popre¢nog preseka otkrivaju
sunderastu unutras$njost sa velikim brojem Supljina 1 kanala, nastalih kao posledica
migracije molekula vode [288]. Veli¢ina Supljina takode je uslovljena stepenom
umrezenja, pa Su tako Supljine najzastupljenije na poprecnom preseku Cestice umrezene
u rastvoru bakar(lI1)-nitrata, gde je utrosena najmanja koncentracija bakarnih jona (Slika

8.6, d3). Struktura sli¢na mreZi, koja se uo¢ava pri ve¢im uvecanjima (Slika 8.6, a2, b2,
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b3, c3), najizrazenija je na povrsini uzorka umrezenog u rastvoru bakar(ll)-sulfata
(Slika 8.6, a2). Na povrsini Cestice umrezene u rastvoru bakar(ll)-nitrata (Slika 8.6, d2),
uocena morfoloska karakteristika izraZena je u najmanjoj meri, pa se formiranje mreZzne
strukture povezuje sa stepenom umrezenja koji opada u slede¢em nizu anjona prisutnih

u rastvoru SO4*>CH3CO0O>CI>NO3".

8.6 EDS analiza

U cilju dobijanja podataka o raspodeli elementarnog bakra unutar uzoraka, sadrzaj
metala na povrSini i unutrasnjosti umrezenih Cestica odreden je primenom elektronske
disperzione spektroskopije. EDS spektri povrSine i popre¢nog preseka umrezenih

Cestica prikazani su na Slikama 8.7 i1 8.8.

a) c)

Full scale = 122 cps. Cursor: B.04T5 kel Full scale = 234 cps Cursor: 26275 keV

Full scale = 364 cps Cursor: 5.6475 ke Full scale = 232 cps Cursor: 1.9275 keV

Slika 8.7. EDS spektri povrsine pektinskih cestica umrezenih u rastvorima a) CuSOy; b)
Cu(CH3COO0);,; ¢) Cu(NOg),; d) CuCls,.
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Slika 8.8. EDS spektri poprecnong preseka pektinskih cestica umreZenih u rastvorima
a) CuSQy; b) Cu(CH3COO0);; ¢) Cu(NO3),; d) CuCl..
Ispitivanjem je potvrdeno da se kod svih uzoraka veca koncentracija bakra u
nejonizovanom obliku nalazi u unutrasnjosti Cestica (Tabela 8.3). Do sli¢nih rezultata,
koji ukazuju na neuniformu raspodelu elementarnog bakra u masi umreZenih alginatnih
Cestica, dosli su Ouwerx i saradnici, $to je objasnjeno specificnim mehanizmom

umrezavanja posredstvom bakarnih jona [289].

Podaci dati u Tabeli 8.3 ukazuju da se najveca koncentracija bakra nalazi u unutrasnjosti
uzorka umrezenog u rastvoru bakar(ll)-sulfata, dok opada u prisustvu acetatnog,
hloridnog i nitratnog jona. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa kapacitetima sorpcije
koji opisuju proces umrezavanja pektina u rastvorima razlic¢itih soli bakra (Slika 8.2).
Sadrzaj bakra na povrsini ¢estice umrezene u rastvoru bakar(ll)-sulfata 6-10 puta je nizi
u predenju sa istim sadrzajem pronadenim na povrSini ¢estica umrezenim u ostalim

ispitivanim rastvorima.
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Tabela 8.3. Raspodela elementarnog bakra na povrsini i unutrasnjosti pektinskih

Cestica umrezenih u rastvorima bakarnih soli.

Bakarna so Sadrzaj atomskog bakra , %

Povrsina  Unutrasnjost

Cu(S0a); 0,16+0,07 16,73+0,12
Cu(CHsCOO0), 1,39+0.09 11,8+0,09
CuCl, 1,01+0,09 4,46+0,11

Cu(NO3), 1,75+0.08 3,51%0,10

8.7 Ispitivanje pritisne ¢vrstoce

U cilju ispitivanja razliCitih uticaja koncentracije bakra sadrzane unutar umrezenih
Cestica ispitana je pritisna ¢vrsto¢a uzoraka. Kako su razlike u kapacitetima sorpcije
pektina pri ispitivanoj pogetnoj koncentraciji rastvora od 0,1 mol dm™ znacajne, izvesno
je da i mehanicki odgovor Cestica na zadatu silu zavisi od koncentracije bakarnih jona

koji uéestvuju u procesu umrezavanja. Rezultati ove analize prikazani su u Tabeli 8.4.

Tabela 8.4. Srednja vrednost precnika i pritisne ¢vrtstocée Cestica umrezenih u
rastvorima bakarnih soli koncentracije 0.1 mol dm.

Bakarna so Srednji Srednja vrednost
precnik pritisne ¢vrstoce
Cestice o(N/mm?®)
(mm)

Cu(SOy), 2,77+0,02 0,101+0,01

Cu(CH3;CO0), 2,87+0,08 0,099+0,02
CuCl, 2,91+0,05 0,082+0,02

Cu(NO,), 3,15+0.08 0,072+0,01

Pri istoj vrednosti zadate deformacije, najviSa srednja vrednost pritisne cvrstoce

dobijena je za uzorke sa najveé¢im unutra$njim sadrzajem bakra. Kod svih ispitivanih
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uzoraka smanjenje koncentracije bakra u unutrasnjosti Cestica dovodi do opadanja
pritisne ¢vrstoce. Uticaj razli¢itih anjona na umrezZavanje pektina posredstvom bakarnih
jona moze se tumaciti i kroz razlike u vrednostima srednjih precnika Cestica (Tabela
8.4). Solvatacija anjona dovodi do izvesnih promena povrSinskog napona na graniCi
faza polimer/vodeni rastvor, koji moze imati uticaja na proces umrezavanja. Prirastaj
povrsinskog napona u rastvorima soli zavisi od polarizabilnosti anjona i opada u
slede¢em nizu SO4?>CH;COO>CI>NOs, §to ima za posledicu poveéanje dodirne
povrSine na granici faza pektinfumrezavajuéi rastvor [290]. S tim u vezi, Cestice
najveceg srednjeg preCnika dobijene su umrezavanjem u rastvoru soli sa najnizim

prirastajem povrsinskog napona (Cu(NQOg3),) i obratno (Cu(SOy)2).
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Poglavlje IX

9. Analiza svojstava materijala na bazi nativnog i modifikovanog
pektina

Sa osvrtom na perspektivu moguce primene, u okviru Poglavlja IX ispitana je
hidrofobnost acilovanih derivata pektina, kineticki i ravnotezni parametri sorpcije, kao i
mehanicka i barijerna svojstva filmova na bazi ovih materijala. Odabir uzoraka (G, S)
izvrSen je tako da analizom budu obuhvaéene obe karakteristi¢ne strukture derivata
pretpostavljene reakcionim mehanizmon prikazanim na Slici 7.1. Radi poredenja i
mogucnosti utvrdivanja uticaja strukturnih modifikacija na navedena svojstva, prikaz

rezultata svih ispitivanja dat je i za uzorak nativnog pektina.

9.1 Hidrofobnost acilovanih derivata pektina

Uticaj modifikacije na hidrofobnost pektina najpre je ispitan odredivanjem vrednosti
kontaktnog ugla vodene kapi na povrsini uzoraka u formi filma. Kako je povecanje ugla
kvaSenja vode jasna indikacija povecane hidrofobnosti povrSine [291], rezultati
prikazani na Slici 9.1 ukazuju da modifikovani uzorci imaju veci stepen hidrofobnosti u
odnosu na nativni pektin. Vrednosti ugla kvasenja vode merenog na povrsini filmova
nativnog i modifikovanog pektina opadaju u sledetem nizu: nativni
pektin<G1/15<G1/3=S1/15<S1/3. Pretpostavka je da do smanjenja hidofilnosti kod
modifikovanih uzoraka dolazi usled smanjenja broja i dostupnosti reagujucih
hidroksilnih grupa i umetanja hidrofobnih segmenata u pektinski lanac [292]. Takode,
uoceni opadajuéi trend ukazuje da hidrofilni karakter materijala istovremeno zavisi od

stepena acilacije i od duzine umetnutog ugljeni¢nog niza.
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Slika 9.1. Vrednosti ugla kvasenja vode u vremenu t.

Vrednosti povrSinskog napona razblazenih rastvora nativnog i acilovanog pektina
prikazani su u Tabeli 9.1. Ovi rezultati ukazuju na nesto drugaciji poredak koji nije u
saglasnosti sa procenom hidrofobnog karaktera datog na osnovu kvantifikacije ugla
kvaSenja na povr$ini uzoraka u ¢vrstom stanju. Naime, metodom prstena utvrdeno je da
povrSinski napon rastvora ispitivanih uzoraka raste u nizu: S1/3<S1/15<nativni
pektincG1/15<G1/3. Kao $to je i ocekivano, prisustvo acil ostatka (C10) pospesuje
hidrofobne interakcije i dovodi do smanjenja povrSinskog napona u rastvorima uzoraka
S1/3 i S1/15. S druge strane, rastvori uzoraka G1/3 i G1/15 pokazuju vise vrednosti
povrSinskog napona u poredenju sa rastvorom nativnog pektina. Ovakav rezultat moze
biti posledica pretpostavljene strukture derivata pektina koji nastaje u reakciji
esterifikacije sa glutariol-hloridom (Slika 7.1a). Terminalne karboksilne grupe u
strukturi bo¢nih lanaca ovih derivata favorizuju uspostavljanje vodoni¢nih veza, §to za

posledicu ima povecanje vrednosti povrSinskog napona rastvora [258].

Tabela 9.1. Vrednosti povrsinskog napona razblazenih rastvora nativnog i

modifikovanog pektina.

Uzorak Povrsinski napon, mN/cm
Neat Pectin 48,3

G1/3 51,7

G1/15 50

S1/3 45,3

S1/15 46
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9.2 Kinetika sorpcije acilovanih derivata pektina

Kinetika sorpcije liofilizovanih uzoraka nativnog i modifikovanog pektina ispitana je u

vodenim rastvorima Cu®* jona ¢ije su pocetne koncentracije prikazane u Tabeli 9.2.

Promena koncentracije Cu®* jona pracena je u zadatim vremenskim intervalima, nakon
5, 15, 30, 60, 120, 240, 480 i 1440 min.

Tabela 9.2 Vrednosti pocetne (co), ravnotezne koncentacije (Cy) i ravnoteznog kapaciteta

sorpcije (qt) Cu** jona u funkciji vremena t.

Pektin G1/15 G1/3
tmin e “mgll ct, qgt, mg/g Co, ct, qgt, mg/g | c,, mg/l | ct, mg/l | qt, mg/g
mg/l mg/l mg/l
5 20,37 1,62 1,6103 21,45 0,54 0,5357 21,52 0,47 0,47
15 20,05 1,94 1,8898 20,49 15 1,4583 21,42 0,57 0,5586
30 19,99 2 1,9085 20,32 1,67 1,5904 21,28 0,71 0,6816
60 19,88 2,11 1,9715 19,99 2 1,865 20,18 1,81 1,7014
120 19,86 2,13 1,9479 19,9 2,09 1,9075 20 1,99 1,8308
240 19,54 2,45 2,1918 19,51 2,48 2,2142 19,96 2,03 1,827
480 18,79 32 2,7992 18,79 3,2 2,7936 19,73 2,26 1,9888
1440 18,43 3,56 3,0433 18,52 3,47 2,9605 19,63 2,36 2,0296
Pektin S1/15 S1/3
tmin ¢ "mgll ct, qt, mg/g Co, ct, gt, mg/g | c,, mg/l | ct, mg/l | qgt, mg/g
mg/l mg/l mg/l
5 20,37 1,62 1,6103 21,41 0,58 | 0,57884 | 21,28 0,71 | 0,71142
15 20,05 1,94 1,8898 21,25 0,74 | 0,72375 | 21,25 0,74 | 0,72665
30 19,99 2 1,9085 20,56 1,43 1,37006 | 21,07 0,92 | 0,88497
60 19,88 2,11 1,9715 20,18 1,81 1,698 20,96 1,03 | 0,97014
120 19,86 2,13 1,9479 19,83 2,16 1,98323 | 20,84 1,15 1,06012
240 19,54 2,45 2,1918 19,52 2,47 | 2,21856 | 20,78 1,21 1,09118
480 18,79 3,2 2,7992 19,39 2,6 2,28343 | 19,85 2,14 1,88697
1440 18,43 3,56 3,0433 19,35 2,64 | 2,26587 | 19,68 2,31 1,99058

Kineticke krive procesa sorpcije Cu 2*, date kao zavisnost kapaciteta sorpcije od

vremana t, prikazane su na Slici 9.2.
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Slika 9.2. Zavisnost kapaciteta sorpcije gt od vremena t.

Sa Slike 9.2 moze se zakljugiti da se kapaciteti sorpcije Cu ** jona u slucaju nativnog
pektina i uzorka G1/15 neznatno razlikuju, dok kod uzorka G1/3 dolazi do znacajnijeg
smanjenja g; u svim ispitivanim vremenskim intervalima. Kod derivata S1/3 i S1/15 u
oba slucaja dolazi do opadanja kapaciteta sorpcije u poredenju sa nativnim pektinom.
Kod svih ispitivanih uzoraka proces sorpcije karakterise izuzetno brz poéetak (linearni
deo krive), nakon cega dolazi do usporavanja procesa. Eksperimentalne vrednosti
ravnoteznih kapaciteta sorpcije ukazuju da ovaj parametar zavisi od stepena acilacije i
duzine umetnutog ugljeniénog lanca 1 opada u sledeCem nizu: nativni
pektin>G1/15>S1/15>G1/3>S1/3. Smanjenje kapaciteta sorpcije pektina nakon
modifikacije moze se objasniti smanjenjem broja i dostupnosti hidroksilnih grupa koje
ucestvuju u reakciji esterifikacije, a u isto vreme predstavljaju aktivne grupe procesa
sorpcije. Do smanjenja kapaciteta sorpcije moze doci i usled slabijih interakcija koje ovi

derivati ostvaruju sa polarnim rastvaracem.

Kako bi se pronasao kineticki model koji bi najbolje opisao mehanizam sorpcije,
dobijeni eksperimentalni podaci su dalje analizirani kori$¢enjem Lagergren-ovog
kinetickog modela pseudo prvog reda i Ho-ovog kinetickog modela pseudo drugog reda.

Dobijeni kineti¢ki parametri prikazani su u Tabeli 9.3.
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Tabela 9.3. Kineticki parametri sorpcije.

Lagergren-ov model Ho-ov model
Uzorak
kfv min_l Oesteor mg/g Rz ksX]-Oz: g/(mg min) Oesteor mg/g R2 qe,eksp mg/g

Pektin | -0,00378 1,63 0,774 0,16 3,09 0,995 3,04
G1/3 | -0,00764 1,22 0,815 0,21 2,08 0,999 2,03
G1/15 | -0,00509 2,01 0,905 0,20 3,03 0,997 2,96
S1/15 -0,0154 1,78 0,981 0,17 230 0,999 2,27

S1/3 -0,00502 1,57 0,857 0,23 207 0,979 1,99

Negativne vrednosti konstante brzine, dobijene primenom modela pseudo prvog reda,
ukazuju da je ovaj model u potpunosti neprimenljiv na ispitivane sisteme. S druge
strane, na osnovu vrednosti koeficijenta korelacije (R?~1) i vrlo bliskih vrednosti
maksimalnih eksperimentalnih (geexp) 1 teorijskinh sorpcionih kapaciteta (ge) moze se
zakljuciti da model pseudo drugog reda dobro opisuje ovaj proces. Neznatne razlike u
vrednostima parametra ks ukazju da promene u strukturi, nastale kao rezultat
modifikacije, gotovo i ne uti¢u na brzinu sorpcije Cu®* jona iz ispitanih vodenih
rastvora. Poredenjem vrednosti eksperimentalnih i teorijskih kapaciteta sorpcije,
dobijenih primenom Ho-ovog modela, moze se zakljuciti da ovi parametri prate isti
opadaju¢i trend koji ukazuje da kapacitet sorpcije opada sa povecanjem stepena
acilacije i duzine - (CH2)n, segmenta u strukturi derivata. Rezultati sli¢ne studije, u kojoj
je ispitan sorpcioni potencijal pektina umrezenog adipinskom kiselinom, ukazuju na
suprotan trend, gde uvodenje hidrofobnih segmenata dovodi do povecanja kapaciteta
sorpcije Pb?*, Cu®* i Zn** jona. Ovaj rezultat obja$njen je vecom poroznoiéu
modifikovanog materijala, usled koje je olakSana difuzija jona metala do aktivnih
centara sorpcije [170]. S obzirom da je utvrdeno da acilovani derivati imaju smanjenu
sposobnost sorpcije jona bakra u poredenju sa nativnim pektinom i da ova vrsta
modifikacije ne doprinosi primeni ovih materijala kao sorbenata, uticaj anjona na ovaj

proces nije dodatno ispitivan.
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9.3 Barijerna i mehanicka svojstva filmova na bazi acilovanih derivata
pektina

9.3.1 Ispitivanje parametara vodene pare

Ranije je utvrdeno da barijerna svojstva filmova na bazi polisaharida zavise od sastava i
raspodele inkorporiranih hidrofobnih komponenti. Generalno, uvodenje kontinualne
hidrofobne faze u matriks i poveéenje stepena hidrofobnosti dovodi do smanjenja
propustljivosti vodene pare [293]. Na svojstva ovih filmova takode uticu i zapremina
hidrofobne frakcije, stepen polimorfnosti materijala, kao i uslovi suSenja filma [294].
Kao $to je navedeno u Eksperimentalnom delu, barijerna svojstva filmova na bazi
nativnog i modifikovanog pektina ispitana su primenom standardne metode ASTM E96
[251]. Brzina prenosa vodene pare kroz filmove na bazi nativhog i modifikovanog
pektina (G1/3, S1/3), prikazana kao linearna zavisnost promene mase sa vremenom,
data je na Slici 9.3. Za potrebe ovog ispitivanja odabrani su uzorci kod kojih je
primenom metode leZzeée kapi utvrden najnizi (G1/3), odnosno najvisi stepen
hidrofobnosti (S1/3) pri istom primenjenom molarnom odnosu agensa za acilaciju i

galakturonske kiseline.

a)

0 @':D Kondicioniranje uzorka

T T T T T
0 20 40 60 80

t, min
b) c)
24 2]
[ = /
E E
< <
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0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
t, min t, min

Slika 9.3. Brzina prenosa vodene pare kroz fimove a) nativnog pektina; b) G1/3; c)
S1/3.
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Na osnovu eksperimentalnih podataka izracunate su vrednosti parametara WVTR i
WVP (Tabela 9.4).

Tabela 9.4. Vrednosti parametara WVTR i WVP.

Uzorak WVTR, WVP,
g-(h-mm?™ g-(mm-h-Pa)™*
Nativni pektin 0,24x10? 3,02x10”7
S1/3 0,13 x10° 1,70 X107/
G1/3 0,16 x10? 1,98 x10”7

Vrednosti WVP parametara datih u Tabeli 9.4 opadaju u slede¢em nizu: WVPpaivni
pektin> WVPg13> WVPsy3. Vrednosti dobijenih parametara ukazuju da filmovi na bazi
acilovanog pektina predstavljaju bolju barijeru za prenos vodene pare u odnosu na
filmove nativnog pektina. Kako je uofeno smanjenje brzine prenosa vodene pare
obrnuto proporcionalno povecanju hidrofobnog karaktera ovih filmova (Slika 9.1),
moze se zakljuciti da je vrednost WVP parametra uslovljena upravo stepenom acilacije i

duzinom hidrofobnog niza u strukturi modifikovanih derivata pektina [295].

9.3.2 Ispitivanje mehanickih svojstava

Rezultati ispitivanja mehanickih svojstava modifikovanog pektina (S1/3, G1/3) i
nativnog pektina prikazani su u Tabeli 9.5.

Tabela 9.5. Mehanicki parametri ispitivanih filmova.

Uzorak TS, MPa AL, mm £,%
Nativni 100,33+15,05 0,82+0,12 5,44+0,82
pektin
G1/3 76,3+11,44 0,70£0,10 4,48+0,67
S1/3 38,23+5,73 0,61+0,09 4,07+0,61
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Prikazani rezultati ukazuju da modifikacije u strukturi pektinskog molekula zna¢ajno
uti¢u na mehanicka svojstva ispitivanih filmova. Najveéi uticaj ogleda se u smanjenju
vrednosti zatezne ¢vrtoce (TS) modifikovanih uzoraka: TSpexin™> TSc1/3>TSsys. Uzrok
smanjanja TS parametra moze biti prisustvo heterogenih domena smanjene
rastvorljivosti (Slika 7.7), koji dovode do stvaranja povrSinskih defekata prilikom
formiranja filma iz vodenih rastvora modifikovanih uzoraka [296]. Dobijeni rezultati
mehani¢kog ispitivanja nedvosmisleno ukazuju da predlozena modifikacija ima
negativan uticaj u odnosu na potencijalnu primenu dobijenih derivata kao materijala za
izradu ambalaznih filmova. Uoc¢eni nedostaci mogu se otkloniti primenom
odgovarajuceg plastifikatora, koji bi obezbedio uniformniju raspodelu hidrofobnih

domena i homogeniju strukturu pektinskog matriksa.
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Zakljucak

Poglavlje X
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Poglavlje X
10. Zaklju¢ak

U prvom delu rada opisan je postupak modifikacije pektina u reakciji esterifikacije sa
acil-dihloridima (sukcinil-hlorid, glutaroil-hlorid, adipoil-hlorid, sebacoil-hlorid), nakon
¢ega su ispitana svojstva dobijenih acilovanih derivata sintetisanih pri razlicitim
molarnim odnosima agensa za acilaciju i galakturonske kiseline. U zavisnosti od duzine
ugljeni¢nog niza agensa za acilaciju primenjenog pri sintezi, - (CHz)m, kao proizvodi
reakcije esterifikacije dobijeni su derivati razli¢ite strukture. Pretpostavka je da je
duZina acil ostatka sukcinil- i glutaroil-hlorida bila nedovoljna da poveze dva susedna
pektinska lanca, pa primenom ovih agenasa za esterifikaciju dolazi do formiranja
stuktura u kojima su acil ostaci za pektinski lanac vezani u vidu bo¢nih grana sa
terminalnom karboksilnom grupom. Kako su acil ostaci adipoil- i sebacoil-hlorida
dovoljno dugacki da mogu da povezu dva susedna pektinska lanca, dolazi do formiranja
umrezenja, 0dnosno, nastajanja hemijskih gelova. Poredenjem srednjih vrednosti
molarnih masa po brojnoj zastupljenosti (M) uzoraka nativnog i acilovanog pektina
utvrdeno je da u toku reakcije nije doslo do degradacije pektinskog lanca. Rezultati
ispitivanja reoloskih parametara ukazuju da, pri svim ispitivanim brzinama smicanja,
rastvori acilovanog pektina pokazuju nize vrednosti viskoznosti u poredenju sa nativnim
pektinom. Uoceno reolosko ponasanje rastvora acilovanih derivata moze biti posledica
vecée heterogenosti ovih sistema, koja nastaje usled formiranja hidrofobnih domena. U
cilju blizeg odredivanja svojstava ovih derivata u rastvoru, analizirana je raspodela
veli¢ina Cestica 1 poredena sa raspodelom cestica detektovanih u rastvoru nativnog
pektina. Rezultati ove analize nedvosmisleno ukazuju da su promene u strukturi, nastale
usled hemijske modifikacije, uticale na interakcije koje acilovani pektini ostvaruju sa
molekulima vode, pa se i1 raspodela veli€ina Cestica u rastvorima modifikovanih uzoraka
znatno razlikuje u odnosu na nativni pektin. Promene u strukturi uticale su i na
smanjenje termicke stabilnosti acilovanih derivata, kao i na smanjejne vrednosti
temperature ostakljivanja (Tg) u odnosu na nativni pektin. Sa ciljem detaljnog
sagledavanja svih parametara koji mogu imati uticaj na sorpciju pektina i njegovih
derivata, u drugom delu rada ispitan je uticaj specificnih anjona na umrezavanje
nativnog pektina u vodenim rastvorima soli bakra. Utvrdeno je da kapacitet sorpcije,

odnosno, koncentracija bakarnih jona koja se utro$i u procesu umrezavanja pektina
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opada u slede¢em nizu anjona prisutnih u rastvoru: SO4*>CH3COO>CI>NOs.
Analiza ovog uticaja rezultovala je uspostavljanjem analogije umrezavanja pektina sa
relativnim uticajem anjona u vodenim rastvorima koje je opisano Hofmeister-ovom
teorijom. Na osnovu ove teorije, anjoni manje polarizabilnosti (CI, NO3) imaju
destabiliSu¢i uticaj koji se ogleda u smanjenju kapaciteta sorpcije pri vecim
koncentracijama rastvora bakarnih soli. Anjoni veée polarizabilnosti (SO,*, CH;COO)
u vecoj meri doprinose suzbijanju elektrostatickog odbijanja, pospesujuci na taj naci
sorpciju metalnih jona. Utvrdeno je da je u masi umreZenih pektinskih Gestica raspodela
bakra neuniformna, pri ¢emu je najveci sadrzaj bakra pronaden u unutrasnjosti Cestica
umrezenih u rastvoru bakar(ll)-sulfata. Koncentracija bakarnih jona utrosenih u procesu
umrezavanja utice i1 na morfoloska i mehanicka svojstva pektinskih Cestica.
Hidrofobnost acilovanih derivata, kao i moguénost njihove primene kao sorbenata i
materijala za izradu ambalaznih filmova, ispitana je u tre¢cem delu rada. Dobijeni
rezultati ukazuju da acil ostaci (C4-C10) u strukturi derivata uticu na povecanje
hidrofobnosti nativnog pektina, sto se moze smatrati jednim od najznacajnijih rezultata
proisteklih iz ove disertacije. Parametri procesa sorpcije Cu?* jona iz vodenih rastvora
ukazuju da acilovani derivati poseduju manji ravnotezni kapacitet u poredenju sa
nativnim pektinom, pri ¢emu je utvrdeno da je vrednost ovog parametra uslovljena
strukturom derivata. S obzirom da acilovani derivati imaju smanjenu sposobnost
sorpcije jona bakra u poredenju sa nativnim pektinom i1 da ova vrsta modifikacije ne
doprinosi primeni ovih materijala kao sorbenata, uticaj anjona na ovaj proces nije
dodatno ispitivan. Filmovi na bazi acilovanih derivata pektina predstavljaju bolju
barijeru za transport vodene pare, Sto se tumaci kao posledica njihove povecane
hidrofobnosti. Ipak, rezultati mehanickih ispitivanja ukazuju da predlozene modifikacije
nemaju pozitivan uticaj na mogucu primenu sintetisanih derivata kao materijala za

izradu ambalaznih filmova.

Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju iskorak ka
pevazilazenju nedostataka primene pektina koji su usko vezani za izrazitu hidrofilnost
ovog polisaharida. Uspostavljena zavisnost izmedu strukture i funkcionalnosti ovih
derivata, kao i saznanje o interesantnim svojstvima koja se, usled njihovog amfifilnog
karaktera, ispoljavaju u vodenim rastvorima svakako ¢e predstavljati smernice za

buduca istrazivanja i prosirenje oblasti njihove primene.
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odbranila je na Katedri za organsku hemijsku tehnologiju, a pod mentorstvom doc. dr
Save Velickovi¢a. Dobitnik je nagrade Srpskog hemijskog drustva za ukupan uspeh
postignut tokom osnovnih studija. U oktobru 2011. upisala je doktorske studije na
TehnoloSko-metalurSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu, na Katedri za organsku
hemijsku tehnologiju, studijski program Hemijsko inzenjerstvo, pod mentorstvom doc.
dr Save Veli¢kovica. U novembru 2013. godine mentorstvo u izradi doktorske

disertacije preuzela je prof. dr Ivanka Popovic.

Od 2011. do decembra 2013. godine Sanja Seslija je bila zaposlena u Inovacionom
centru TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu u okviru angazovanja
na projektu osnovnih istrazivanja (2011- ) pod nazivom “Sinteza i karakterizacija
novih funkcionalnih polimera i polimernih (nano)kompozita’>. Od januara 2014.

zaposlena je u NU Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju Univerziteta u Beogradu.
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IIpuaor 1.

N3jasa o ayropcTBY

Mwme u npesume aytopa: Catba Llewnuja
bpoj nnaekca: 4029/2011

N3jaB/byjem
J1a je JIOKTOPCKa AWcepTaLyja rnoji HaCloBOM !

Aumjioanu AepuBaTH NeKTUHHa: CHHTE3Aa, KapaKTepusauuja 41 MOF)'hH()CT
npiumeHe

®  pC3yJTaTr COMCTBCHOT UCTpaKUBavYKOr pana;

e Jla aMcepTalMja y LUeTMHM HU Y JeNoBUMA Huje Ouia NpejioskeHa 3a CThlamhe
Apyre AWIIOME TMpemMa CTYAM]CKMM MporpamMuma Jpyrux BHCOKOLIKOJICKUX
yCTaHoBA;

e Jla CYy pE3yITaTH KOPEKTHO HaBCACHU U

e Jla HWCAM KpIUHO/TA ayTopcKa MpaBa M KOPHUCTHO/NA UHTENEKTYalIHY CBOJUHY
JPYrux JIALA.

IHoTnuc aytopa

V beorpany, 18.09.2018.

YN
v

-a~na



[Ipuaor 2.

MN3japa 0 HCTOBETHOCTH ITAMIAHE 1 eJIeKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOr paia

Wme 1 npesuve aytopa: Cama lemmnja
Bpoj unaexca: 4029/2011
CTyinjcku nporpam: XeMHjCKO MHIKEHEPCTBO

Hacnop pajga: AIMIOBAHH JepHBaTH MCKTHHA: CHHTe3a, Kapakrepusauuja H

moryhHocT npuMeHe

Mentop: ap MsaHka Monoewuh, penosHn npodecop Vuuepsutera y beorpany.
TexHONOWKO-METANYpLIKK paKynTeT

M3jasibyjem aa je wramrana Bep3Mja MO JOKTOPCKOT paja UCTOBETHA eNEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOJY cam npefiao/ia pajyv Noxparbena 'y JMruTaJIHoOM Peno3nTopHjymMy
Vuugepsureray beorpany.

Jlozosbasam Ja ce objase MOjH JIMYHU TIOJIAlN BE3AHN 34 n1o6ujame akaaeMcKor HasnBa
JOKTOPA HayKa, Kao WITO ¢y UME W NPesuMe, roiMHa 1 MecTO poherba 1 1aTyM onopane

paja.

OBy JWYHW Tojauu Mory ce 06jaBuTH Ha MPEKHUM  CTpaHHLaMa aururante
GubnMoTEKe, Y €JNEeKTPOHCKOM KaTaiory Wy nyGnukauujama Y HUBep3uTeTa Y

beorpany.
Tlornuc ayropa
V Beorpany. 18.09.2018. N
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Mpuor 3.

Usjasa o kopuhemy

Opnanhyjem YHUBEP3UTETCKY 6ubnnoreky ..Ceerosap Mapkosuh™ na vy JIuruTaiHu
peno3nTopujym YHUBEP3NTETA y beorpany yuece MOjy JOKTOPCKY aucepTaunjy noa

HACTTOBOM!

AUMJIOBAHN  JepUBATH  NEKTHHA: CHHTe3a, KapakTepuzauuja o moryhnocer

npuMeHe
Koja je Moje ayTOPCKO ACJO.

Jlnceprauyjy ca CBUM Mpuiosima npejao/na cam 'y enekTpoHcKoM hopmaty NoroAHOM

32 TPajHO apXUBHPAILE.

Mojy  JAOKTOPCKY JMcepTaljy  MoxparbeHy Yy JIurnTaIHOM PETO3UTOPH]YMY
Vuugepsurera y beorpaty v JOCTYTHY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY MOTY Jla KOpHUCTE CBY
KOjM TOWITY]Y onpenbe caapixane y ofabpaHoM THUITYy JIMLCHLE KpeaTnBHe 3ajeiHHLE
(Creative Commons) 3a KoJy cam c¢ oyduo/na.

1. Aytopereo (CC BY)

2. AYTOPCTBO — nexomepuujanto (CC BY-NC)

@ AyTOPCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaia (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HeKoMepLMjaiHo — ACTUTH [OJ HETIM yenoenma (CC BY-NC-SA)
5. Ayroperso — 6e3 npepalia (CC BY-ND)
6. AYTOPCTRO — AETUTH MOA nerum yenosnma (CC BY-SA)

(Mosmo J1a 3a0KPYRUTE Camo jenHy ofl uect roHyheHUX JTNUEHIH.

Kparak onuc JnueHun je cacTaBHM JI€0 OBE u3jaBe).

[Mornue ayropa

¥ Beorpany, 18.09.20 18.
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|. Ayroperso. [lozBoskaBate YMHOKaBabe, AUCTpUOYLH]Y U jaBHO caoriTaBarbe Jieha.
W mpepajie, ako ce Hapeae Mme ayTopa Ha HaduH ozapeljeH Oz cTpade ayTopa Wiw
napaotia IMueHue, Jak uoy KOMeplMjajiHe CBPXe. OBo je Haj0ﬂ06o;ufmja Ol CBUX

JIMLIEHLIN.

2. AyToperBo — HeKkoMeplHjasino. JIo3Bo/bapaTe yMHOKABALE, AMCTPUOYLIM]Y M JaBHO
caoTiITaBAE JleNa, M Mpepaje, aKko Ce HaBele UMe ayTopa pa naumn ojapehen on
cTpane ayTtopa WM Jlapaola JMUCHUE. OBa JMLEHIA HE J03BOJBABA KOMEPLMJATHY

ynoTpedy aena.

3. AyroperBo — nekomepuujanHo — 0Oe3 mpepaja. JloszBosbaBate yMHOKaBaLC.
AvcTpuOYLMjy W JaBHO CaoMIITaBakwe JeNa, Ge3 mpoMmeHa, MpeodnuKoBarba W
yrioTpeGe Jena y CBOM JIElNy, ako ce HABCAC MMe ayTopa Ha HauMH oapehen o7 cTpane
ayTopa Wi Japaoua JIMUEHLE. Opa JMIEHNIA He J103BOJbaBa KOMEpLMjaniy yrnoTpedy
gena. YV 0IHOCY Ha CBE OCTalle JIMLUCHLE, OBOM JIMLIEHLIOM CE OTpaHHuaBa Haj gehn oOnm

npasa kopuinhera aena.

4. AyTOpPCTBO — HeKOMEPUHjaJHO — AeJUTH MOJ HCTHM yejoBuma. Jlozsosmasate
YyMHOKABAME, JUCTPUGYLM]Y M jABHO CAOMIITABambe Jiela, | npepaie. ako ce Hapeae
WMe ayTopa Ha HayuH ofpeljeH o cTpaHe ayTopa Win JaBaoua AWLEHUE U aKko ce
fnpepaja AWCTpUOYyKUpa TOJ MCTOM MK coMyHoM  JuueHuom. Opa  auueHua  He

103B0JbABA KOMEPLMjATHY ynoTpeOy jena 1 npepana.

5. Ayropereo — 0e3 mpepaja. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKABAE, JAUCTPUOYLM]Y U JaBHO
caonIITaBAIbE Jlena, Ge3 NpoMeHa, NpeodIMKoBarba Uik ynorpebe nena y cBom Aciy.
AKO Ce HABEAEe MMe ayTopa Ha HauuH ofipeher ofl cTpaHe ayTopa Wil JaRaolia JIMueHLe.

OBa NMLCHIA 103B0JbABA KOMEPLIH]aHy yrnotpedy aena.

6. AyTOpCTBO — JEJHTH TOA HMCTHM yenopuma.  J[o3posbasate  yMHOAABAME,
jucTpubyunjy W jaBHO caoniuTapambe Ncia, 1 npepajie, aKo Ce HaBeAe MMe ayTopi Ha
pauun oapeheH O cTpaHe ayTopa MiM JlaBaolia AMIEHLEe Mo axko ce npepaia
JucTpubynpa MO UCTOM MM CIIMHHOM nmuuenioM. Oa  JmueHua  J10380Jbasa
koMmepiydjanny ynotpedy gena - npepaia. CnuuHa je coTBEPCKUM JTHLCHLAMA.
OJIHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KO,
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