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Popis oznaka, kratica i simbola

ge ravnoteini adsorpcijski kapacitet (mgg?)

gt ravnotezni adsorpcijski kapacitet u vremenu t (mg gt)
t  vrijeme (h)

ki  konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (ht)

k, konstanta brzine reakcije pseudo-drugog reda (g mg* h?)
co pocetna koncentracija polifenola (mg 1)

ce koli¢ina neadsorbiranih polifenola (mg I)

Vm ukupan volumen modelne otopine (l)

Ya masena koncentracija 8-glukana (g 1)

Va2 volumen dodanog f8-glukana u model otopinu (I)

R? koeficijent determinacije

RP-HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. Reversed Phase High

Performance Liquid Chromatography)



1. UVOD



Danas se velika vaznost pridaje polifenolnim spojevima, koji ne samo da imaju vaznu ulogu u
biljnom svijetu — kao zastita od vanjskih Stetocina i jakog ultraljubi¢astog zracenja (Quiros-
Suaceda i sur., 2014), ve¢ su od velike vaznosti i za ljudski organizam. U ljudskom organizmu
imaju potencijal za razli¢ite pozitivne bioaktivnosti (Jakobek, 2007). Koliko jako ¢e biti izrazena
pozitivna svojstva polifenolnih spojeva, ovisi o koli¢ini polifenolnih spojeva koji su dostupni za

apsorpciju.

U ljudskom probavnom sustavu polifenolni spojevi ulaze u interakciju s prehrambenim
vlaknima, koja mogu utjecati na biodostupnost i bioraspolozZivost polifenolnih spojeva. Koja
¢e veza nastati izmedu polifenola i prehrambenih vlakana, odnosno da li ¢ée do¢i do interakcije
izmedu njih, ovisi o nizu ¢imbenika kao Sto su: pH, temperatura i ionska jakost okoline.
Prehrambena vlakna mogu smanjiti koli¢inu polifenolnih spojeva koji se oslobadaju u gornjem
dijelu probavnog sustava, a povecati koli¢inu oslobodenih polifenola u donjem dijelu
probavnog sustava. Moguce je da na taj nacin utjecu na bioraspoloZivost i biodostupnost

polifenolnih spojeva (Jakobek i Mati¢, 2019).

U istraZivanju interakcija izmedu polifenolnih spojeva i prehrambenih vlakana, moze se
upotrijebiti proces adsorpcije. Adsorpcija je proces u kojem se prikazuje sposobnost ¢vrste
tvari da na svojoj povrsini adsorbira molekule plina ili otopljene tvari iz otopine (Brdicka,
1969). Prehrambena vlakna mogu biti adsorbens jer se na povrsini vlakana odvija proces
adsorpcije, a polifenoli mogu imati ulogu adsorbanta. Kada se proces adsorpcije privede kraju,
eksperimentalni podaci (ge; koli¢ina adsorbiranih polifenolnih spojeva po masi prehrambenih
vlakana u ravnotezi; ce — koncentracija neadsorbiranih polifenolnih spojeva u ravnotezi) se
modeliraju jednadZbama koje se nazivaju adsorpcijske izoterme. Osim toga, proces adsorpcije
moze se pratiti u razli¢itim vremenskim intervalima da bi se dobili podaci za kineticka
istrazivanja. Eksperimentalni podaci obraduju se jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog
reda. Ovakva kinetic¢ka istrazivanja pruzaju dodatan uvid u mehanizam interakcija izmedu

polifenolnih spojeva i prehrambenih viakana.

U ovom radu cilj je bio ekstrahirati polifenolne spojeve iz kore i mesa jabuke te provesti
adsorpciju polifenolnih spojeva na 8-glukanu, jednom od prehrambenih vlakana koji se moze
nadi u Zitaricama. Proces adsorpcije proveden je u razli¢itim vremenskim intervalima, a podaci

su obradeni jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog reda.



2. TEORUSKI DIO



2.1. Polifenoli

Polifenoli se nalaze u biljkama. Obuhvadaju Siroku skupinu spojeva, €ija je glavna karakteristika
aromatski prsten na koji je vezana jednaili viSe hidroksilnih skupina. Glavna funkcija polifenola
u biljci je zastita biljke od nepovoljnih vanjskih utjecaja -poput djelovanja Stetocina i jakog
ultraljubicastog zracenja (Quiros - Suaceda i sur., 2014). Jo$ neke od funkcija polifenola u
biljkama jesu: utjecaj na aromu, boju te okus voca i povréa, povecanje intenziteta obojenja
ploda i cvijeta -koje je bitno kod opraSivanja jer ¢e se privuci puno vise kukaca. Maniji dio
polifenola ulazi u sastav stani¢ne stijenke biljke i to u obliku razli¢itih vrsta lignina. lako nisu
od esencijalne vaZznosti, skupina polifenola pokazuje Sirok spektar pozitivnih utjecaja na ljudski
organizam. Upravo se zbog jos uvijek nedovoljno ispitanih pozitivnih svojstava polifenoli i dalje

istrazuju (Jakobek, 2007).

Glavna podjela polifenolnih spojeva (Slika 1) je podjela na: fenolne kiseline, flavonoide,
stilbene i lignane. Podjela se zasniva na razlici u strukturnoj gradi (Quiros - Suaceda i sur.,
2014). Fenolne kiseline se joS granaju na dvije skupine, a to su derivati benzojeve kiseline i
derivati cimetne kiseline (Jakobek, 2007). Razlike u strukturnoj gradi izmedu pojedinih skupina
polifenola utje€u na njihovo ponasanje, odnosno utje¢u na metabolizam, apsorpciju i

izluCivanje (Wang i sur., 2013).

. W’*
o
DERIVATI

BENZOJEVE
KISELINE

DERIVATI
CIMETNE
KISELINE

Slika 1 Osnovna podjela polifenola



2.2. Prehrambena vlakna

Prehrambena vlakna su velika skupina spojeva, a zapravo predstavljaju ugljikohidratne
polimere. Ne probavljaju se niti apsorbiraju u tankom crijevu,a mogu biti u potpunosti ili
djelomicno fermentirana u debelom crijevu. Fermentacija se dogada uz prisustvo endogene
mikroflore debelog crijeva te nastaju produkti: kratkolan¢ane masne kiseline, plinovi i voda.
Uobicajeno je da ugljikohidratni polimeri imaju deset ili viSe gradivnih jedinica. S obzirom na
topljivost, prehrambena vlakna se dijele u dvije skupine - topljiva i netopljiva. Skupini topljivih
prehrambenih vlakana pripadaju: pektini, 8-glukan, oligosaharidi i inulin. Neki od predstavnika
skupine netopljivih prehrambenih vlakana jesu: celuloza, hemiceluloza i rezistentni Skrob.
Prehrana bogata prehrambenim vlaknima moze imati povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje -

poboljSavanje crijevne mikroflore (Jakobek i Mati¢, 2019).

2.2.1. B-glukan

B-glukan je polisaharid koji pripada skupini prehrambenih vlakana. Sastoji se od jedinica D-
glukoze glavninom povezanih B-(1-4)-glikozidnom vezom,pri ¢emu se nakon svake dvije do tri
glukozne jedinice pronalazi se i B-(1-3)-glikozidna veza (Wang i sur., 2013). S druge strane, na

mjestima grananja moguce je i povezivanje B-(1-6)- glikozidnom vezom (El Khoury isur., 2011).

Slika 2 prikazuje kemijsku strukturu 8-glukana. U ovisnosti o porijeklu, ovo prehrambeno
vlakno moze biti topljivo u vodi. B-glukan privlaci paznju znanstvenika zbog svojih
potencijalnih pozitivnih svojstva, kao Sto su poticanje aktivnosti imunoloskog sustava,
smanjenje LDL kolesterola (engl. low density lipoprotein, ,108“ kolesterol ) te razine glukoze u

krvi (Wang i sur., 2013).

Buduéi da se 8-glukan nalazi u skupini prehrambenih vlakana, otporan je na apsorpciju i
probavu u tankom crijevu ¢ovjeka,dok u debelom crijevu moze doci do potpune ili djelomi¢ne

fermentacije (Quiros - Suaceda i sur., 2014).

Najcesce izvori u prehrani koje sluze kao izvor B8-glukana jesu Zitarice zob i jeCam. Medutim,
moze ga se pronaci i u pekarskom kvascu, odredenim vrstama gljiva te algi (Laroche i Michaud,

2007).
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Slika 2 Kemijska struktura 8-glukana (web 1)

2.3. Interakcije izmedu polifenola i prehrambenih vlakana

Polifenoli mogu doci u kontakt s prehrambenim vlaknima te se vezati za njihovu povrsinu
(Jakobek i Mati¢, 2019). Ovakve interakcije mogu imati utjecaja na raspolozivost polifenola za
apsorpciju u probavnom sustavu (bioraspolozivost) te za koli¢inu polifenola koja se zapravo
apsorbira (biodostupnost). S druge strane, prehrambena vlakna mogu ,,nositi“ polifenole do
donjih dijelova probavnog sustava gdje se polifenoli mogu otpustiti te imaju potencijal za

pozitivno djelovanje (Palafox-Carlos i sur., 2011). Ove interakcije nisu jos do kraja istrazene.

Za vezanje na prehrambena vlakna vazna je kemijska struktura polifenola. Polifenolni spojevi
u svojoj strukturi sadrze hidrofobni aromatski prsten i hidrofilne hidroksilne grupe koje

sudjeluju u stvaranju veza. Mogude vrste veza su:

e Vodikove veze: javljaju se izmedu parcijalno pozitivhog vodika jedne grupe i parcijalno
negativnog kisika druge grupe,

e |onske veze: nastaju izmedu pozitivno i negativno nabijenih skupina na polifenolima i
prehrambenim vlaknima

o Kovalentne veze: pri ¢emu su najées¢i primjer esterske veze izmedu prehrambenih

vlakana i polifenola (Quiros-Sauceda i sur., 2014) (Slika 3).
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Slika 3 Veze izmedu prehrambenih vlakana i fenolnih kiselina (Quiros-Sauceda i sur.,
2014)

Na sam nastanak pojedine veze, utjecaj imaju razliciti faktori poput: pH, okoline, veli¢ine
Cestica, sastava i svojstva povrsinskog sloja, ionske jakosti (Quiros-Sauceda i sur., 2014; Wang

i sur., 2013).

2.3.1. Interakcije izmedu polifenola i 8-glukana

Ranija istrazivanja fokusirana na specifiénu skupinu prehrambenih vlakana — 8-glukane -
pokazala su da polifenoli mogu ulaziti u interakcije s 8-glukanom, a sama interakcija istrazivana
je procesom adsorpcije polifenola na 8-glukan (Wang i sur., 2013). Pri tome se pokazalo kako
je za interakcije vazna kemijska struktura polifenola. Naime, hidroksilacija poboljSava
adsorpciju flavonola koji sadrze maksimalno tri OH skupine. Ukoliko sadrze Cetiri ili viSe OH
skupine, adsorpcija flavonola na 8-glukan se smanjuje. Adsorpcijski kapacitet izmedu razli¢itih
flavonoida se povecava idu¢im redoslijedom: flavonoli > flavoni > flavononi > izoflavoni. Nije
utvrdeno kako glikozilacija osnovnog fenolnog prstena utjeCe na adsorpcijski kapacitet
polifenola. Zna se da glikolizacija uzrokuje mnoStvo kompliciranih efekata. Metilacijom i
metoksilacijom fenolnih kiselina se, u veéini slu¢ajeva, smanjuje njihov adsorpcijski kapacitet

(Wangisur., 2013).



2.4. Adsorpcija kao proces za istraZzivanje interakcija izmedu polifenola i

prehrambenih vlakana

Jedan od nacina ispitivanja interakcija polifenoli — prehrambena vlakna, je istraZivanje procesa

adsorpcije in vitro.

Prema definiciji, adsorpcija je proces pri kojem se iskazuje sposobnost €vrste tvari da na svojoj
povrsini adsorbira molekule plina ili otopljene tvari iz otopine. Adsorpcija nastupa kad se na
dodirnom podrucju izmedu dvije faze stvori granicno podrucje faza. Vedinom se radi o
egzotermnom procesu, Sto znaci da se oslobada odredena koli¢ina topline u okolinu. Tri su

osnhovne vrste adsorpcije:
-fizikalna,
-kemijska i
-ionska adsorpcija.
Podjela se temelji na vrsti sila koje vezu adsorbant na povrsinu adsorbensa (Brdicka, 1969).

1. Fizikalna (van der Waalsova) adsorpcija: kao Sto i sam naziv kaze, izmedu adsorbanta i
adsorbensa vladaju van der Waalsove sile. Odvija se na temperaturama koje su nize od
temperature klju¢anja adsorbanta. Oslobada se manja koli¢ina topline (< 15 kcal mol
1),

2. Kemijska adsorpcija (kemisorpcija): nastanak kemijske kovalentne veze izmedu
adsorbensa i adsorbanta. MozZe se odvijati pri viSim temperaturama. Tijekom ove vrste
adsorpcije oslobada se do 150 kcal mol™ topline.

3. lonska adsorpcija: vrijedi za pozitivno i negativno nabijene koloide koji ée na svojoj

povrsini adsorbirati Cestice suprotnog naboja - anione ili katione (Brdicka, 1969).
Za proces adsorpcije je navedeno da se odvija kroz iduce faze:

e faza u kojoj se adsorbant transportira iz otopine,
e faza u kojoj adsorbant difundira preko sloja koji okruzuje adsorbens,
o faza meducesticne difuzije i

e faza adsorpcije i desorpcije adsorbanta s povrsine adsorbensa (Plazinski i sur., 2009).

Po zavrSetku adsorpcijskog procesa, najcesce slijedi odredivanje adsorpcijskog kapaciteta

adsorbensa, odnosno odredivanje koli¢ine adsorbanta adsorbiranog po gramu adsorbensa.
6



Koliko ¢e se adsorbanta adsorbirati, ovisi o raznim cimbenicima npr. vremenu, pH i

temperaturi otopine te upotrijebljenom adsorbensu (Marsal i sur., 2012).

2.4.1. Kinetika procesa adsorpcije

Eksperimentalni podaci adsorpcije adsorbanta na adsorbens u razli¢itim vremenskim

intervalima mogu se obraditi kineti¢kim jednadZbama pseudo-prvog i pseudo-drugog reda.

2.4.1.1. Model pseudo-prvog reda
Model pseudo-prvog reda je jedan od najstarijih i naj¢esée koristenih modela koji opisuje
brzinu adsorpcije u teku¢inama. Jednadzba pseudo-prvog reda, pri g.=0 kada je t=0 i gt=ge

kada je t=te, dana je formulom (1):

In(ge-gv) = Inqe — kit (1)

gdje je: ge— ravnoteZni adsorpcijski kapacitet (mg g),
gt:— ravnotezni adsorpcijski kapacitet u vremenu t (mg g1),
t — vrijeme (h),
k1 — konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (h?).
Vrijednosti parametara ge i k1 mogu se odrediti linearnom regresijom preko dijagrama

ovisnosti In (ge-q:) o t koji daje nagib pravca —k;: i odsjecak na y-osi In ge (Alshameriisur., 2018).

2.4.1.2. Model pseudo-drugog reda
Model pseudo-drugog reda najcesée se temelji na pretpostavci da brzinu adsorpcijske kinetike
odreduje brzina procesa adsorpcije i desorpcije. Jednadzba pseudo-drugog reda u

diferencijalnom obliku dana je formulom (2):

dq:
o k2 (qe — q0)° (2)
gdje je: ge— ravnoteZni adsorpcijski kapacitet (mg g),

gt:— ravnotezni adsorpcijski kapacitet u vremenu t (mg g1),
t — vrijeme (h),

k, — konstanta brzine reakcije pseudo-drugog reda (g mg™* h'l).



Integriranjem formule (2) pri grani¢nim uvjetima gt=q: pri t=t i =0 pri t=0 dobije se linearni
oblik jednadzbe pseudo-drugog modela prema formuli (3):
t 1 4 1
. qe k2

Vrijednosti parametara ge i k2 mogu se odrediti linearnom regresijom preko dijagrama

(3)

ovisnosti t/qg: o t koji daje nagib pravca 1/q: i odsjecak na y-osi 1/k2 ge? (Alshameri i sur., 2018).
Istrazivanje kinetike procesa adsorpcije moze se primijeniti i na adsorpciju izmedu polifenola
i prehrambenih vlakana. Kineticka istraZivanja mogu pruziti dodatan podatak o adsorpciji

polifenola na prehrambena vlakna tj. o interakciji izmedu polifenola i prehrambenih vlakana.

2.5. Interakcije izmedu polifenola iz jabuke i 8-glukana

Koristeci visokotla¢nu tekuéinsku kromatografiju u jabukama su pronadene sljedeée skupine
polifenola: proantocijanidini, flavonoli, dihidrokalkoni, fenolne kiseline, antocijani te skupina

neidentificiranih spojeva (Jakobek i sur., 2013).

Meso jabuke je bogato klorogenskom kiselinom i izomerom klorogenske kiseline. Kemijska
struktura klorogenske kiseline je prikazana na Slici 4. U kori jabuke su postojane tri razli¢ite
skupine polifenolnih spojeva - dihidrokalkoni, flavan-3-oli te flavonoli. 1z skupine
dihidrokalkona identificiran je floretin-2-glukozid, ¢ija je kemijska struktura prikazana na Slici
5. Skupini flavan-3-ola pripadaju procijanidin B2 i (-)-epikatehin. Njihova kemijska struktura

vidljiva je iz slike 6. i slike 7.
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Slika 4 Kemijska struktura klorogenske kiseline (web 2)
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Slika 5 Kemijska struktura floretin-2-glukozida (web 3)

OH

Slika 6 Kemijska struktura procijanidina B2 (web 4)

OH

OH

b O

OH

OH

Slika 7 Kemijska struktura (-)-epikatehina (web 5)

U skupinu flavonola ubrajaju se: kvercetin-3-glukozid (Slika 8), kvercetin-3-galaktozid, derivati

kvercetina 1i 2, kvercetin-3-ramnozid te kvercetin-3-ksilozid.
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Slika 8 Kemijska struktura kvercetin-3-glukozida (web 6)

Zamjetna je razlika izmedu polifenola koji se pronalaze u mesu jabuke te polifenola iz kore
jabuke. Teoretski ¢e vedi adsorpcijski kapacitet imati polifenoli iz kore jabuke. Razli¢it kemijski
sastav kore i mesa jabuke objasSnjava razli¢ito ponasanje prilikom adsorpije i razli¢itost
adsorpcijskog kapaciteta. Kora je bogatija flavonolima, a meso jabuke je bogato fenolnim
kiselinama. Istrazivanja su pokazala da je moguca adsorpcija polifenola iz jabuke na 8-glukanu

te da polifenolni sastav moZe utjecati na odvijanje procesa adsorpcije (Jakobek i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Zadatak rada

Zadatak rada bio je:
-ekstrahirati polifenolne spojeve iz kore jabuke pomocu ultrazvucne ekstrakcije,
-ekstrahirati polifenolne spojeve iz mesa jabuke pomodéu ultrazvuéne ekstrakcije,

-provesti adsorpciju polifenola iz kore jabuke na B-glukanu u razli¢itim vremenskim

periodima

-provesti adsorpciju polifenola iz mesa jabuke na B-glukanu u razli¢itim vremenskim

periodima

-identificirati i kvantificirati polifenole prije i nakon adsorpcije reverzno-faznom
visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom (RP-HPLC, engl. reversed phase

high-performance liquid chromatography),

-izraCunati adsorpcijski kapacitet pojedinih polifenola u razli¢itim vremenskim

periodima (gt) i u ravnotezi (ge,eksperimentaino)

-modelirati eksperimentalne podatke (ge,eksperimentalno, gt, t) jednadzbama pseudo-prvog

i pseudo-drugog reda

-odrediti konstante brzine reakcije pseudo-prvog i pseudo-drugog reda (ki i k) te

vrijednosti ge, model Za pojedinacne polifenole iz kore i mesa jabuke

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije

Polifenolni standardi ((-)-epikatehin (E1753), Kvercetin-3-rutinozid hidrate (R5143), kvercetin-
3-glukozid (17793), klorogenska kiselina (C3878), 8-D-glukan iz jeCma (G6513)) dobavljeni su
od tvrtke Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) te tvrtke Extrasynthese (Genay, France)
(procijanidin B2 (0984), kvercetin-3-0O-galaktozid (1027 S), kvercetin-3-O-ramnozid (1236 S),

floretin-2'-0O-glukozid (1361 S)). Natrijev hidrogen fosfat, natrijev dihidrogen fosfat dobavljeni
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su od tvrtke Kemika (Zagreb, Hrvatska). Orto-fosfatna kiselina (85 % HPLC-grade) dobavljena

je od tvrtke Fluka (Svicarska).

3.2.2. Priprema uzoraka jabuka

Jabuke su kupljene na lokalnoj trznici (oko 1 kg). Jabukama je uklonjena kora. Svaka oguljena
jabuka je podijeljena na 4 dijela, te svaki dio ocis¢en od sjemenki. Za homogenizaciju kore
jabuke koristen je mlin za kavu, a za meso jabuke Stapni mikser. Homogenizirani uzorci mesa
i kore jabuka su uskladiSteni u hladnjaku na temperaturi -18 °C. Pripremljeni uzorci su

analizirani unutar 8 dana od skladistenja.

3.2.3. Priprema ekstrakta

Iz kore i mesa jabuke pripravljen je ekstrakt. Ukratko, 0,2 g kore odvagano je i dodano u
plasti¢nu kivetu sa 1,5 ml 80 % metanola. Kiveta je stavljena u ultrazvu¢nu kupelj (Bandelin
Sonorex RK 100, Berlin, Njemacka) tijekom 15 minuta, a nakon toga je ekstrakt centrifugiran
(Eppendorf Minispin centrifuge, Eppendorf, Hamburg, Njemacka) tijekom 10 minuta na 10 000
o/min. Ekstrakt je odvojen od ostatka. Ovaj postupak ponovljen je na ukupno Cetiri odvage
kore jabuka. Cetiri ekstrakta su spojena tako da je dobiven ukupan volumen ekstrakta 6 ml.
Ekstrakt mesa jabuke napravljen je na isti nacin. Ekstrakti su filtrirani kroz PTFE syringe filtere

0.45 um prije HPLC analize.

3.2.4. Adsorpcija

U plasti¢ne kivete stavljeno je ukupno 500 ul reakcijske otopine: otopina polifenola, fosfatni
pufer (pH 5.5) i 8-glukan (kona¢na koncentracija 5 mg I%). Kivete su postavljene u tresilicu pri
sobnoj temperaturi tijekom razlic¢itih vr.emenskih perioda unutar 2 sata (0,33; 0,66; 1; 1,66; 2
h) (prvi eksperiment) te unutar 16 h (0,33; 0,66; 2; 4; 6; 7; 16 h polifenoli kore jabuke; 2; 4; 6;
7; 16 h polifenoli mesa jabuke) (drugi eksperiment). Za svaki vremenski period koji je praéen,
koristena je zasebna kiveta s reakcijskom otopinom. Nakon vremenskog isteka inkubacije,

reakcijske otopine otpipetirane su u centrifugalne filtere s polietersulfonskom membranom
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(Sartorius, Vivaspin 500). centrifugalni filteri su centrifugirani (10000 rpm, 10-20 min)
(Eppendorf minispin, Hamburg, Germany). Polifenoli adsorbirani na 8-glukanu zaostali su na
membrani, dok su neadsorbirani prosli kroz pore membrane. Koli¢ina neadsorbiranih

polifenola (ce, mg I'') odredena je RP-HPLC metodom.

Da bi se odredila koli¢ina polifenola prije adsorpcije pripremljene su iste otopine samo bez 8-
glukana. | ove otopine analizirane su RP-HPLC metodom. Odredena je pocetna koncentracija

polifenola (co, mg I'%).

3.2.5. Odredivanje pojedinacnih polifenola RP-HPLC metodom

Za analize je koristen HPLC sustav 1260 Infinity Il (Agilent technology, Santa Clara, CA, USA) s
kvarternom pumpom, PDA detektorom, kolonom Poroshell 120 EC C-18, 4.6 x 100 mm, 2.7
pm te Poroshell 120 pretkolonom EC-C18 4,6 mm. Injektirano je 10 pl ekstrakta jabuka uz
protok otapala A 0,1 % H3PO4 i otapala B 100 % metanol od 0.8 ml mint. Za razdijeljivanje je
upotrijebljen gradijent kako slijedi: 0 min 5% B, 5 min 25% B, 14 min 34% B, 25 min 37% B, 30
min 40 % B, 34 min 49% B, 35 min 50% B, 58 min 51% B, 60 min 55% B, 62 min 80% B, 65 min
80% B, 67 min 5% B, 72 min 5%B.

Metoda je validirana ranije u naSem laboratoriju. Spojevi su ranije identificirani dodavanjem
autentic¢nih standarda te poklapanjem spektra i vremena zadrZzavanja standarda i spojeva iz
ekstrakta jabuke. No i za ovaj eksperiment u ekstrakte su dodani standardi polifenola te

analizirani RP-HPLC metodom da bi se potvrdila identifikacija polifenola.

3.2.6. Racunanje adsorpcijskog kapaciteta

Za racunanje adsorpcijskog kapaciteta u ravnoteZi (ge (mg g?)) te u svim vremenskim

periodima (g: (mg g!)) upotrijebljena je formula 4:

iy (CO - Ce)Vm
ili qp) = ——— (4)
qe(ili q¢) T

gdje je:
o poletna koncentracija polifenola (mg I%),
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ce koncentracija neadsorbiranih polifenola (mg I%),
Vm ukupan volumen model otopine (l),
V2 masena koncentracija 8-glukana (g 1)

Va volumen dodanog 8-glukana u model otopini ().

3.2.7. Kinetika

Kinetika procesa adsorpcije ispitana je modeliranjem eksperimentalnih podataka (ge, g, t) iz

dva zasebna eksperimenta (16 h i 2 h) jednadZbom pseudo-prvog reda:

In(ge-gt) = Inqe — kit (5)

gdje je: ge— ravnoteZni adsorpcijski kapacitet (mg g™),

gt.— ravnotezni adsorpcijski kapacitet u vremenu t (mg g1),

t —vrijeme (h),

k1 — konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (h?).
Vrijednosti parametara ge i k1 iz modela odredeni su linearnom regresijom preko dijagrama
ovisnosti In (ge-q:) o t koji daje nagib pravca —k;: i odsjecak na y-osi In ge (Alshameriisur., 2018).
Eksperimentalni podaci (ge, g, t) modelirani su i jednadzbom pseudo-drugog reda:

1 1

t
—=—t+
9 qe kyq2

(6)

gdje je: ge— ravnoteZni adsorpcijski kapacitet (mg g™),
gt— ravnotezni adsorpcijski kapacitet u vremenu t (mg g1),
t — vrijeme (h),
k, — konstanta brzine reakcije pseudo-drugog reda (g mg* hl).

Vrijednosti parametara ge i k2 odredeni su linearnom regresijom preko dijagrama ovisnosti t/qg:

o t koji daje nagib pravca 1/g. i odsjecak na y-osi 1/kz ge? (Alshameri i sur., 2018).
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3.2.8. Statisticka obrada podataka

U obradi eksperimentalnih podataka adsorpcije kinetickim modelima pseudo prvog i pseudo-
drugog reda koristena je linearna regresija te je izracunat koeficijent determinacije r2. Za

statisti¢ku obradu koriSten je program MS excel.
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4. REZULTATI



4.1. Polifenoli u jabukama

U

Slika 9 Kromatogram kore jabuke sniman na 280 nm. Polifenolni spojevi: 1 — procijanidin B2,
2 — (-)-epikatehin, 3 — kvercetin-3-galaktozid, 4 — kvercetin-3-glukozid, 5 — derivat kvercetina

1, 6 — derivat kvercetina 2, 7 — floretin-2-glukozid, 8 — kvercetin-3-ksilozid, 9- kvercetin-3-
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Slika 10 Kromatogram mesa jabuke snimljen na 280 nm. Polifenolni spojevi: 1 — klorogenska

kiselina, 2 - izomer klorogenske kiseline, 3 — fenolna kiselina 1, 4 — fenolna kiselina 2
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Slika 11 UV-VIS spektri polifenolnih spojeva iz kore jabuke
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Slika 12 UV-VIS spektri polifenolnih spojeva iz mesa jabuke
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Slika 13 Preklopljeni kromatogrami ekstrakta kore jabuke i ekstrakta kore jabuke s dodanim

standardom (-)-epikatehinom, floretin-2-glukozidom, kvercetin-3-ramnozidom,

procijanidinom B2, kvercetin-3-glukozidom, kvercetin-3-galaktozidom, snimani na 280 nm
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Slika 14 Preklopljeni kromatogrami ekstrakta mesa jabuke i ekstrakta mesa jabuke s

dodanim standardom klorogenskom kiselinom, snimani na 280 nm
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4.2. Kinetika procesa adsorpcije
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Slika 15 Ovisnost adsorpcijskog kapaciteta (g:) o vremenu adsorpcije za procijanidin B2 i (-)-
epikatehin iz kore jabuke. a) mjerenje unutar 2 h i b) mjerenje unutar 6 h
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Slikal6 Ovisnost adsorpcijskog kapaciteta (g:) o vremenu adsorpcije za floretin-2-glukozid iz
kore jabuke. a) mjerenje unutar 2 h i b) mjerenje unutar 6 h
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Slika 17 Ovisnost adsorpcijskog kapaciteta (g:) o vremenu adsorpcije za derivate kvercetina iz
kore jabuke. a) mjerenje unutar 2 h i b) mjerenje unutar 6 h
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Slika 18 Ovisnost adsorpcijskog kapaciteta (g:) o vremenu adsorpcije za fenolne kiseline iz

mesa jabuke a) mjerenje unutar 2 h i b) mjerenje unutarl6 h
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4.3. Modeliranje jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog reda

Reakcija prvog reda Reakcija drugog reda
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Slika 19 a) ovisnost In(ge-g:) 0 vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)
ovisnost t/q: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za procijanidin B2 i (-)-
epikatehin iz kore jabuke (mjerenje unutar 2 h)
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Slika 20 a) ovisnost In(ge-gt) o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)
ovisnost t/g: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za procijanidin B2 i (-)-
epikatehin iz kore jabuke (mjerenje unutar 6 h)
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Reakcija prvog reda Reakcija drugog reda
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Slika 21 a) ovisnost In(ge-gt) o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)
ovisnost t/g: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za floretin-2-glukozid iz
kore jabuke (mjerenje unutar 2 h)
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Slika 22 a) ovisnost In(ge-gt) 0 vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)
ovisnost t/g: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za floretin-2-glukozid iz
kore jabuke (mjerenje unutar 6 h)
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Slika 23 a) ovisnost In(ge-gt) 0 vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)

ovisnost t/g: 0 vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za derivate kvercetina iz
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Slika 24 a) ovisnost In(ge-gt) o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)

ovisnost t/g: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za derivate kvercetina iz
kore jabuke (mjerenje unutar 6 h)
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Slika 25 a) ovisnost In(ge-gt) 0 vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)
ovisnost t/g: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za fenolne kiseline iz
mesa jabuke (mjerenje unutar 2 h)

In (q.-q)

Reakcija prvog reda

4 6 8 10
t(h)
[ ] klorogenska kiselina

izomer klorogenske kiseline
fenolna kiselina 1

[J fenolna kiselina 2

12 14 16

0,03

Reakcija drugog reda

t(h)
klorogenska kiselina
izomer klorogenske kiseline
fenolna kiselina 1
fenolna kiselina 2

a)

b)

Slika 26 a) ovisnost In(ge-gt) 0 vremenu adsorpcije za reakciju kinetike prvog reda te b)
ovisnost t/g: o vremenu adsorpcije za reakciju kinetike dugog reda za fenolne kiseline iz
mesa jabuke (mjerenje unutar 16 h)
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Tablica 1. Konstante brzine reakcije | i Il reda za proces adsorpcije polifenola iz jabuke na 8-
glukanu (mjerenje 2 h)

Polifenoli Reakcija prvog reda Reakcija drugog reda
r2 k1 qe,model {e eksperimentalno r2 k2 Qe,model
(h?) mgg* mgg*! g h'mg? mgg*!
Kora jabuke
procijanidin B2 0,68 2,55 1882,5 1520 0,90 0,0049 1428,6
(-)-epikatehin 0,39 0,98 72,7 120 0,79 0,1202 96,2
floretin-2-glukozid 0,61 1,43 62,1 125 0,96 0,0747 121,9
kvercetin-3-galaktozid 0,77 1,69 349,1 370 0,76 0,0112 357,1
kvercetin-3-glukozid 0,60 1,06 64,2 50 0,32 0,0246 41,5
derivat kvercetina 1 0,70 1,76 61,3 120 0,97 0,1008 119,0
derivat kvercetina 2 0,53 0,64 5,0 9 0,98 -4,72 6,9
kvercetin-3-ksilozid 0,58 1,35 149,5 360 0,98 0,04205 344,8
kvercetin-3-ramnozid 0,58 1,79 90,6 190 0,97 0,05618 188,7
Meso jabuke
klorogenska kiselina 0,89 0,06 2511,7 2550 0,92 -0,34225 270,3
izomer klorogenske kiseline 0,06 0,08 1037,2 1234 0,32 -0,11 172,4
fenolna kiselina 1 0,18 -0,7 84,9 400 0,94 -0,11 36,5
fenolna kiselina 2 0,87 1,85 1093,2 1230 0,95 -0,0064 1250,0

Tablica 2. Konstante brzine reakcije i Il reda za proces adsorpcije polifenola iz jabuke na 3-
glukanu (mjerenje 6 h za polifenole kore, 16 h za polifenole mesa jabuke)

Polifenoli Reakcija prvog reda Reakcija drugog reda
r? ki e ,model (e, eksperimentalno r2 k2 ge,model
(h?) mgg! gh'mg* mgg*!
Kora jabuke
procijanidin B2 0,90 1,13 8844,9 7150 0,99 0,00017 10000
(-)-epikatehin 0,99 0,68 507,9 460 0,64 0,00073 625,0
floretin-2-glukozid 0,82 0,55 178,4 240 0,56 0,00134 333,3
kvercetin-3-galaktozid 0,54 0,62 952,6 1500 0,57 0,00025 2000
kvercetin-3-glukozid 0,11 -0,21 22,5 190 0,99 -0,086 119,0
derivat kvercetina 1 0,87 0,53 145,5 220 0,99 0,01019 227,3
derivat kvercetina 2 0,73 0,53 16,5 45 0,99 0,23011 44,4
kvercetin-3-ksilozid 0,89 0,89 442,9 545 0,98 0,00361 588,2
kvercetin-3-ramnozid 0,93 1,02 346,1 371 0,87 0,00202 454,5
Meso jabuke
klorogenska kiselina 0,09 -0,08 699,6 2900 0,93 -0,0010 666,7
izomer klorogenske kiseline 0,06 -0,08 169,8 1200 0,99 -0,00563 625,0
fenolna kiselina 1 0,02 0,06 566,6 2010 0,99 -0,0018 1666,7
fenolna kiselina 2 0,01 0,03 224,9 3600 0,99 -0,00225 3333,3
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5. RASPRAVA



U ovom radu provedena je ekstrakcija polifenolnih spojeva iz kore i mesa jabuke. Polifenolni
spojevi identificirani su RP-HPLC metodom. Potom je provedena adsorpcija polifenola kore i
mesa jabuke na f8-glukanu u razli¢itim vremenskim periodima unutar2 h i 16 h (prvi i drugi
eksperiment). Prije i nakon procesa adsorpcije polifenoli iz mesa i kore jabuke su identificirani
i kvantificirani pomoéu RP-HPLC metode. U eksperimentu procesa adsorpcije polifenola iz kore
jabuke, primijeéena je desorpcija nakon 6 h te su za modeliranje procesa adsorpcije uzeti u
obzir samo rezultati unutar 6 h. U eksperimentu adsorpcije polifenola iz mesa jabuke, za
modeliranje su uzeti podaci unutar 16 h. Eksperimentalni podaci dobiveni adsorpcijom

modelirani su jednadZzbama pseudo-prvo i pseudo-drugog reda.

Na Slikama 9 i 10 su prikazani kromatogrami ekstrakta mesa i kore jabuke snimljenih na 280
nm s prikazom djelomi¢no identificiranih polifenolnih spojeva, na Slikama 11 i 12 njihovi
spektri te na Slikama 13 i 14 kromatogrami mesa i kore jabuke s dodanim polifenolnim
standardima (spikiranje). U kori jabuke (Slika 9) su, prema vremenu zadrzavanja, identificirani
flavan-3-oli (procijanidin B2 i (-)-epikatehin), dihidrokalkon (floretin-2-glukozid) te flavonoli
(kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-ramnozid). Spektri flavan-3-ola
pokazuju karakteristiCan maksimum na 280 nm, a spektri dihidrokalkona na 285 nm (Slika 11).
Spektri flavonola pokazuju dva karakteristicna maksimuma na 250 — 260 nm te na 360 nm
(Slika 11). Spektri ovih identificiranih spojeva odgovaraju spektrima standardnih spojeva.
Nadalje, da bi se potvrdila to¢na identifikacija, provedeno je dodavanje standarda polifenola
u ekstrakt kore (Slika 13). Vidljivo je preklapanje pikova standarda (vrhova standarda) s
pikovima (vrhovima) u ekstraktima kore Sto potvrduje identifikaciju spojeva. Dodatno, dva
spoja (derivati kvercetina 1 i 2) prepoznati su kao flavonoli prema karakteristicnom spektru
(maksimuma na 250 — 260 nm te na 360 nm), ali su ostali neidentificirani. Spoj kvercetin-3-
ksilozid djelomicno je identificiran u usporedbi s literaturnim podacima (Jakobek i sur., 2013)
i prema obliku spektra. Svi spomenuti polifenoli identificirani su u nasem laboratoriju ranije
prema vremenu zadrZavanja, spektrima autentic¢nih standarda te spikiranjem s autenti¢nim
standardima (Jakobek i sur., 2017). Identifikacija odgovara ranijim literaturnim podacima

(lacopini i sur., 2010).

U ekstraktu mesa jabuke identificirana je, prema vremenu zadrZavanja, jedna fenolna kiselina:
klorogenska kiselina (Slika 10). Spektar ove fenolne kiseline pokazuju maksimum apsorpcije

na oko 330 nm te vrh manjeg intenziteta na 290 nm (Slika 12) i odgovara spektru standarda.
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Dodatna potvrda identifikacije dobivena je dodavanjem standarda klorogenske kiseline u
ekstrakt (spikiranje) (Slika 14). Dodatno su tri spoja prepoznata kao fenolne kiseline (izomer
klorogenske kiseline te fenolna kiselina 1 i fenolna kiselina 2). Izomer klorogenske kiseline
pokazuje spektar slican spektru klorogenske kiseline s maksimumom apsorpcije na oko 330
nm te vrhom manjeg intenziteta na 290 nm (Slika 12) te je zbog toga prepoznat kao izomer, a
spektri ostale dvije fenolne kiseline pokazuju maksimum apsorpcije na 310 do 320 nm $to je
karakteristika fenolnih kiselina (Jakobek i sur., 2013). Ove dvije kiseline su ostale
neidentificirane. Identifikacija odgovara ranijim istrazivanjima provedenim na jabukama

(lacopini i sur., 2010).

Slika 15, Slika 16, Slika 17 i Slika 18 prikazuju ovisnost adsorpcijskog kapaciteta o vremenu
adsorpcije (g: o t) za polifenolne spojeve iz kore i mesa jabuke. Prvi eksperiment ukljucivao je
prac¢enje adsorpcije unutar perioda od 2 h (Slika 15 a), Slika 16 a), Slika 17 a) i Slika 18 a)).
Postoji razlika u adsorpciji polifenolnih spojeva jabuke unutar 2h. U skupini flavan-3-ola
procijanidin B2 pokazuje veéi adsorpcijski kapacitet u odnosu na (-)-epikatehin. Redoslijed
adsorpcijskog kapaciteta za skupinu flavonola je sljededi: kvercetin-3-galaktozid > kvercetin-3-
ksilozid > kvercetin-3-ramnozid > derivat kvercetina 1 > kvercetin-3-glukozid > derivat
kvercetina 2. Adsorpcija dihidrokalkona floretin-2-glukozida slicna je adsorpciji nekih
flavonola. Kod polifenola mesa jabuke, najveéa adsorpcija na pocetku procesa je zabiljeZzena
za klorogensku kiselinu i izomer klorogenske kiseline, a onda ih slijede neidentificirani spojevi-
fenolna kiselina 1 i fenolna kiselina 2. No nakon pocetne adsorpcije, adsorpcijski kapacitet
opada te ulazi u ravnotezu unutar 2 h. Nakon 2 h, redoslijed adsorpcijskog kapaciteta 8-
glukana za fenolne kiseline je sljedeci: fenolna kiselina 2 > klorogenska kiselina, izomer

klorogenske kiseline, fenolna kiselina 1.

Drugi eksperiment adsorpcije proveden je u razli¢itim vremenskim periodima unutar 16 h. Za
polifenole kore jabuke primijecena je desorpcija nakon 6 h te su stoga rezultati ovisnosti g: o
t prikazani samo unutar 6 h jer je u tom periodu postignuto ravnotezno stanje (Slike 15 b), 16
b), 17 b)). Izmedu flavan-3-ola, procijanidin B2 ponovo je pokazao veéi adsorpcijski kapacitet
od (-)-epikatehina, a izmedu flavonola redoslijed adsorpcijskog kapaciteta bio je: kvercetin-3-
galaktozid > kvercetin-3-ksilozid > kvercetin-3 ramnozid > derivat kvercetina 1 > kvercetin-3-
glukozid > derivat kvercetina 2. Adsorpcija dihidrokalkona floretin-2-glukozida slicna je

adsorpciji nekih flavonola. Adsorpcija polifenola mesa jabuke prikazana je unutar 16 h jer u
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tom vremenu nije primijeéena desorpcija i adsorpcija polifenola postigla je ravnotezno stanje
(Slika 18 b)). Izmedu fenolnih kiselina u najveéoj koli¢ini se adsorbira fenolna kiselina 2, a
slijede ju fenolna kiselina 1, klorogenska kiselina i izomer klorogenske kiseline. Najbrza

adsorpcija dogodila se unutar 2 h.

Slike 19 a) do 26 a) prikazuju dijagrame linearne ovisnosti In (ge —gt) 0 vremenu t za reakcije
pseudo-prvog reda, a Slike 19 b) do 26 b) dijagrame linearne ovisnosti t/g: o t za reakcije
pseudo-drugog reda. Slaganje eksperimentalnih podataka s modelima prikazano je
izraéunavanjem koeficijenta determinacije r?, izraunate su konstante brzine reakcije prvog i
drugog reda (ki i k2) te maksimalni adsorpcijski kapaciteti prema linearnim modelima (ge,model).

Ovi podaci (r?, ki, k2 te ge,model modela) prikazani su u Tablici 1 i Tablici 2.

U eksperimentu provedenom unutar 2 h, vidljiva je razlika u koeficijentu determinacije (r?) koji
opisuje slaganje modela s eksperimentalnim vrijednostima (Tablica 1). R? je opéenito maniji za
reakcije pseudo-prvog reda (flavan-3-oli 0,39 — 0,68; dihidrokalkon 0,61; flavonoli 0,53 — 0,77;
fenolne kiseline 0,06 — 0,89) nego za reakcije drugog reda (flavan-3-oli 0,79 — 0,90;
dihidrokalkon 0,96; flavonoli 0,79 — 0,98 izuzetak je kvercetin-3-glukozid za kojeg je r? bio 0,32;
fenolne kiseline 0,32 — 0,95). Sli¢an rezultat vidljiv je i u eksperimentu provedenom 6 h (16 za
fenolne kiseline) (Tablica 2). R? je opéenito manji za reakcije pseudo-prvog reda (flavonoli 0,11
— 0,93; fenolne kiseline 0,01 — 0,09) nego za reakcije pseudo-drugog reda (flavonoli 0,57 —
0,99; fenolne kiseline 0,93 — 0,99). Dihidrokalkonu floretin-2-glukozidu i flavan-3-olu (-)-
epikatehinu bolje odgovara reakcija pseudo-prvog reda (r? redoslijedom 0,82 i 0,99) nego
pseudo-drugog reda (r? redoslijedom 0,56 i 0,64). Prema tome, moZe se reci da se kinetika
adsorpcije polifenola iz jabuke moZe opéenito bolje opisati reakcijama pseudo-drugog reda.
Izuzetak mogu biti dihidrokalkoni i (-)-epikatehin. Kinetika pseudo-drugog reda potvrdena je i

ranijim istrazivanjem (Marsal i sur., 2012).

Nadalje, vidljiv je vrlo nizak r? za fenolne kiseline, posebno za reakcije pseudo-prvog reda
(Tablica 2) Sto bi moglo znaciti da za kinetiku fenolnih kiselina na 8-glukan ne odgovaraju

jednadzibe pseudo-prvog niti pseudo-drugog reda.

Usporedene su i vrijednosti ge dobivene eksperimentalno i ge izraCunate modelima za sve
polifenole, osim fenolnih kiselina. Rezultati za ge vrijednosti dobivene modelima pseudo-
drugog reda bolje odgovaraju ge vrijednostima dobivenim eksperimentalno Sto takoder

potvrduje bolje opisivanje adsorpcije pseudo-drugim redom (Tablica 1 i Tablica 2). Ovisnost
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Qe,eksperimentalno O (e,model Prikazana je i na Slici 27 i Slici 28. Vidljiva je bolja korelacija

Qe ekserimentalno S Je,model Za Model pseudo-drugog reda.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovi provedenog kinetickog ispitivanja procesa adsorpcije polifenola iz mesa i kore

jabuke na f8-glukanu, mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

e Djelomi¢no su identificirani sljedeci polifenoli:

o U kori: flavan-3-oli (procijanidin B2 i (-)-epikatehin), dihidrokalkon (floretin-2-
glukozid), flavonoli (kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-
ramnozid, derivat kvercetina 1, derivat kvercetina 2, kvercetin-3-ksilozid)

o U mesu: fenolne kiseline (klorogenska kiselina, izomer klorogenske kiseline,
fenolna kiselina 1 i fenolna kiselina 2).

e U eksperimentu adsorpcije polifenola kore jabuke, primije¢ena je desorpcija nakon 6
h reakcije. Polifenoli mesa jabuke postigli su ravnotezu nakon 16 h.

e Adsorpcijski kapaciteti polifenola iz kore jabuke razlikovali su se. Izmedu flavan-3-ola,
procijanidin B2 je pokazao veci adsorpcijski kapacitet od (-)-epikatehina. Redoslijed
adsorpcijskog kapaciteta za skupinu flavonola bio je sljedeci: kvercetin-3-galaktozid >
kvercetin-3-ksilozid > kvercetin-3-ramnozid > derivat kvercetina 1 > kvercetin-3-
glukozid > derivat kvercetina 2. Adsorpcija dihidrokalkona floretin-2-glukozida sli¢na je
adsorpciji nekih flavonola.

e Adsorpcijski kapaciteti polifenola iz mesa jabuke takoder su se razlikovali. Redoslijed
adsorpcijskog kapaciteta 8-glukana za polifenole mesa (fenolne kiseline) bio je sljededi:
fenolna kiselina 2 > klorogenska kiselina, izomer klorogenske kiseline, fenolna kiselina
1.

e Prema r? kinetickog modela pseudo-prvog i pseudo-drugog reda, moze se reéi da se
kinetika adsorpcije polifenola iz kore jabuke moze opéenito bolje opisati reakcijama
pseudo-drugog reda. Izuzetak mogu biti dihidrokalkoni i (-)-epikatehin. Rezultati za ge
vrijednosti dobivene modelima pseudo-drugog reda bolje odgovaraju ge vrijednostima
dobivenim eksperimentalno

e Vidljiv je vrlo nizak r? za fenolne kiseline, posebno za reakcije pseudo-prvog reda $to bi
moglo znaditi da za kinetiku fenolnih kiselina na 8-glukan ne odgovaraju jednadzibe

pseudo-prvog niti pseudo-drugog reda.
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