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Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji se prema razlikama u strukturi mogu
podijeliti na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (Bravo, 1998). Nadene su mnoge
potencijalno pozitivne bioaktivnosti polifenola na ljudski organizam (Camouse i sur., 2005;
Kampa i sur.,, 2007; Pandey i Rizvi, 2009; Scalbert i sur., 2005). Jedna od bioaktivnosti
polifenola je interakcija sa sastojcima hrane kao Sto su proteini, ugljikohidrati, prehrambena
vlakna te lipidi u probavnom traktu (Jakobek, 2015). Ove bioaktivnosti polifenola sa
proteinima, ugljikohidratima, prehrambenim vlaknima te lipidima nisu u potpunosti istrazene.
Interakcije izmedu polifenola i prehrambenih vlakana se sve vise istrazuju jer su prehrambena
vlakna otporna na probavu i apsorpciju u tankom crijevu, a u debelom crijevu mogu
djelomicno ili potpuno fermentirati pa mogu prenositi polifenole kroz probavni trakt (Quirds-
Sauceda i sur., 2014). Takoder, ove interakcije mogu utjecati na biodostupnost polifenolaina

potencijalno pozitivna svojstva polifenola u donjem dijelu probavnog trakta (Jakobek, 2015).

Kako bi se dobilo vise informacija o interakcijama izmedu polifenola i prehrambenih vlakna,
interakcije se mogu proucavati kroz proces adsorpcije, preko adsorpcijskih izotermi.
Adsorpcijske izoterme predstavljaju odnos izmedu koli¢ine polifenola adsorbirane na povrsinu
adsorbensa i preostale (neadsorbirane) koncentracije polifenola u otopini. Prema Giles i sur.
(1974), adsorpcijske izoterme se mogu podijeliti na ,L“ ,H“ ,C“ i ,S“ tipove. Takoder,
eksperimentalni rezultati procesa adsorpcije mogu se analizirati upotrebom razliCitih
nelinearnih i linearnih adsorpcijskih modela kao S$to su Freundlich, Langmuir i
Dubinin-Radushkevich. Preko konstanti ovih modela mogu se dobiti informacije o tome da li
se adsorpcija odvija u jednom ili viSe slojeva, da li je adsorpcija favorizirana, da li su veze koje
nastaju izmedu polifenola i prehrambenih vlakana fizikalne ili kemijske. Takoder, moze se

odrediti i maksimalni adsorpcijski kapacitet (Foo i sur., 2010; Soto i sur., 2011).

U ovom radu cilj je bio provesti eksperimente adsorpcije izmedu B-glukana i derivata
kvercetina (kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-galaktozid te kvercetin-3-ramnozid) te analizirati
eksperimentalne rezultate nelinearnim i linearnim adsorpcijskim modelima (Freundlich,
Langmuir i Dubinin-Radushkevich) kako bi se dobile konstante ovih modela (K¢ i 1/n kod
Freundlicha, K; i gm kod Langmuira te gs i § kod Dubinin-Radushkevicha). Nadalje, cilj je bio
utvrditi koji modeli (linearni ili nelinearni) bolje odgovaraju eksperimentalnim rezultatima, da
li je moguce opisati proces adsorpcije upotrebom ovih modela te da li postoje razlike u

adsorpciji ova tri derivata kvercetina.
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2.1. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi su grupa sekundarnih metabolita biljaka Cija je primarna funkcija zastita
biljke od ultraljubi¢astog zra¢enja i patogena. Prema broju fenolnih prstenova koje sadrze i na
osnovi strukturnih elemenata koji te prstenove povezuju, mogu se podijeliti na fenolne
kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (Manach i sur., 2004). Fenolne kiseline se mogu podijeliti
na derivate benzojeve kiseline i derivate cimetne kiseline. Polifenoli su pokazali mnoga
potencijalno pozitivna svojstva na ljudski organizam kao Sto su zastita organizma od razvoja
nekoliko kroni¢nih bolesti (kardiovaskularne bolesti, rak, dijabetes, infekcije i sl.). Zbog svojih
potencijalno pozitivnih svojstava za ljudski organizam, polifenoli se sve viSe istrazuju (Pandey

i Rizvi, 2009).

2.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su Siroka skupina sekundarnih biljnih fenola s jezgrom flavana. Najvise su
koncentrirani u voc¢u, povréu, vinu, ¢ajevima i kakau. Nalaze se i u listovima, sjemenkama, kori

i cvjetovima biljaka. Do danas je identificirano vide od 4000 flavonoida (Heim i sur., 2002).

Osnovna struktura flavonoida temelji se na jezgri koja se sastoji od dva aromatska prstena A i
B. Aromatski prsten A kondenziran je sa oksigeniranim heterociklickim prstenom C (Slika 1)

(Bravo, 1998; Jakobek, 2007).
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Slika 1 Osnovna struktura flavonoida. a) jezgra flavana; b) 4-okso flavonoid

(pripremljeno prema Bravo, 1998; Jakobek, 2007)

U skupinu flavonoida ubrajaju se flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini te

flavanoli (Bravo, 1998). Flavonoidi mogu na svojoj strukturi imati vezanu molekulu Secera.
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Flavonoidi koji nemaju vezan Seéer na svojoj strukturi nazivaju se aglikoni, a oni koji imaju

vezan Secer nazivaju se glikozidi flavonoida (Aherne i O’Brien, 2002).

2.1.2. Flavonoli

Flavonoli spadaju u skupinu flavonoida. Mogu se naci u vocu, povréu i napitcima kao Sto su ¢aj
i crno vino. Kemijska struktura aglikona flavonola prikazana je na Slici 2, a sastoji se od -OH
skupine na poziciji -3. U svojoj strukturi mogu imati vezane Seéere, najcesce na poziciji -3, a
riede na poziciji -7. Najées¢e vezani Seceri na aglikonu flavonola su D-glukoza, arabinoza,

galaktoza, L-ramnoza ili ksiloza (Aherne i O’Brien, 2002).

Slika 2 Kemijska struktura aglikona flavonola

(pripremljeno prema Aherne i O’Brien, 2002)

U flavonole spadaju i derivati kvercetina, kao Sto su kvercetin-3-glukozid koji na poziciji -3 ima
vezan Secer glukozu, zatim kvercetin-3-galaktozid koji na poziciji -3 ima vezan Secer galaktozu,

te kvercetin-3-ramnozid koji na poziciji -3 ima vezan Secer ramnozu (Slika 3).
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OH OH

c)

Slika 3 Kemijska struktura derivata kvercetina. a) kvercetin-3-glukozid; b) kvercetin-3-

galaktozid; c) kvercetin-3-ramnozid
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2.1.3. Apsorpcija derivata kvercetina u organizmu

Apsorpcija kvercetina i njegovih derivata u organizmu nije u potpunosti istrazena. Nadeno je
da na biodostupnost flavonola u organizmu utjece Seéer koji je vezan na aglikon flavonola.
Pokazalo se da je apsorpcija u organizmu bila najveca kad je glukoza bila vezana na aglikon

flavonola (Hollman i Arts, 2000).

2.2. INTERAKCUE POLIFENOLA | MAKROMOLEKULA

Bioaktivnosti polifenola u koje spadaju interakcije polifenolnih spojeva s makromolekulama
kao Sto su proteini, ugljikohidrati (prehrambena vlakna) i lipidi, nisu u potpunosti istrazene

(Jakobek, 2015; Le Bourvellec i Renard, 2012).

2.2.1. Interakcije s prehrambenim vlaknima
Prehrambena vlakna su ugljikohidrati koji su djelomiéno otporni na probavu i apsorpciju u

tankom crijevu, s djelomi¢nom ili potpunom fermentacijom u debelom crijevu (Quiros-

Sauceda i sur., 2014).
Dijele se na:
— netopljiva prehrambena vlakna: celuloza, hemiceluloza, lignin

— topljiva prehrambena vlakna: pektini, beta-glukani, gume i drugi (Quiros-Sauceda i

sur., 2014).

Pokazalo se da se prehrambena vlakna mogu vezati s polifenolima prisutnima u hrani tijekom

gastrointestinalne probave. Interakcije polifenola i prehrambenih vlakana mogu biti kroz:

e nekovalentne veze (vodikove veze - izmedu -OH skupine polifenola i kisikovog atoma
vlakana; elektrostatske interakcije; hidrofobne interakcije), te
e kovalentne veze (izmedu fenolnih kiselina i vlakana) (Bordenave i sur., 2014; Quiros-

Sauceda i sur., 2014).

Medutim, interakcije polifenola i prehrambenih vlakana nisu u potpunosti istrazene. Pokazalo
se da ove interakcije mogu utjecati na bioaktivnost polifenola pa se provode istrazivanja ovih

interakcija (Gao i sur., 2012; Wu i sur., 2011).
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2.2.2. B-(1,3)-(1,4)-D-glukan

B-glukan je prirodno vlakno, polimer glukoze koji se moze se naci u gljivama, pekarskom

kvascu, zobi, jeémuialgama (Laroche i Michaud, 2007). Jedinice glukoze mogu biti medusobno

povezane s B-1,4— glikozidnom vezom, B-1,3-glikozidnom vezom ili B-1,6-glikozidnom vezom.

Kemijska struktura B-glukana iz Zitarica prikazana je na Slici 4 (Laroche i Michaud, 2007).

CH,OH
~ _ 5 0. O--+--
~ - CH,OH 4 >1
OH
5cn-|20|-|o 5 o o |
7 4 ! OH
4 OH 1 & L _
OH 3 )
3 2 OH
i OH | *© -

B-1,3 glikozidnaveza  B-1,4 glikozidna veza

Slika 4 Kemijska struktura B-(1,3)-(1,4)-D-glukana

(pripremljeno prema Laroche i Michaud, 2007)

Pokazalo se da B-glukani imaju potencijalno pozitivho djelovanje na imunoloski sustav,

respiratorne bolesti, kardiovaskularne bolesti te na smanjenje kolesterola i drugo (Chen i

Raymond, 2008; Kofuji i sur., 2012; Queenan i sur., 2007).

2.3. ADSORPCIA

Tijekom procesa adsorpcije, molekule iz otopine (adsorbat) adsorbiraju se na povrsinu

adsorbensa (Soto i sur., 2011). Proces adsorpcije se moze odvijati kroz sljedeca Cetiri koraka:

el e

transport adsorbata iz otopine,
difuzija adsorbata preko tekucéeg filma koji okruzuje ¢esticu adsorbensa,
intracesti¢na difuzija i

adsorpcija i desorpcija adsorbata sa povrsine adsorbensa (Plazinski i sur., 2009).

S obzirom na privlacne sile koje se stvaraju izmedu adsorbirane cestice i adsorbensa,

adsorpcija se moze podijeliti:
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e fizikalnu adsorpciju (van der Waalsova adsorpcija),
e kemijsku adsorpciju (kemisorpcija) i

e ionsku adsorpciju (Brdic¢ka, 1969).

Kod fizikalne adsorpcije cestice su privuéene na povrsinu fizikalnim silama (van der
Waalsovom, elektrostatskom, kapilarnom) te se svaka molekula moZe adsorbirati na bilo kojoj
povrsini krutog tijela. Kod kemisorpcije, koja se zbiva na visSim temperaturama, Cestice su

vezane uz povrsinu kemijskim silama koje su specificne za odredene adsorbense i adsorbate.

Nakon procesa adsorpcije moze se odrediti adsorpcijski kapacitet adsorbensa. Adsorpcijski
kapacitet adsorbata na adsorbensu (koli¢éina adsorbata u molima adsorbirana po g

adsorbensa) moze se izracunati formulom (1):

Co —Ce) 'V,
qe ( (0] e) m (1)
Yo' Va
gdje je: ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet adsorbata na adsorbensu (mol g?),

co— pocetna koncentracija adsorbata u otopini (mol 1),
ce— ravnoteZna koncentracija adsorbata u otopini (mol I%),
Vm — volumen otopine u kojoj se odvija adsorpcija (1),
Ya — koncentracija adsorbensa u otopini (g 1) i
Vo — volumen adsorbensa u otopini (1).

Na adsorpcijski kapacitet mogu utjecati razli¢iti uvjeti kao Sto su:

e svojstva adsorbata,
e svojstva adsorbensai
e pH, temperatura otopine u kojoj je odvija adsorpcija i drugo (Marsal i sur., 2012; Soto

i sur.,, 2011; Wu i sur., 2011).

Nakon procesa adsorpcije, u stanju ravnoteze mogu se odrediti adsorpcijske izoterme preko

kojih se moZe dodi do informacija o samom procesu adsorpcije.
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2.3.1. Adsorpcijske izoterme

Adsorpcijska izoterma predstavlja odnos izmedu adsorbirane koli¢ine adsorbata na
adsorbensu (adsorpcijski kapacitet ge) i koncentracije adsorbata koja preostaje u otopini
(neadsorbirana koncentracija adsorbata u otopini c.) u ravnotezi, pri konstantnoj temperaturi.
Upotrebom razlicitih nelinearnih i linearnih modela kao $to su Freundlich, Langmuir, Dubinin-
Radushkevich i drugi, mozZe se preko konstanti ovih modela do¢i do informacija o samom
procesu adsorpcije (Foo i Hameed, 2010; Limousin i sur., 2007; Soto i sur., 2011). Na Slici 5

prikazane su najcesce izoterme za adsorpciju kruto-tekuée (Limousin i sur., 2007).

dd "cizoterma g4  "L"izoterma
- S >
a) Ce b) ¢
dd  “Hizoterma ged  "s"izoterma
> >
c c
c) ’ d) ¢

Slika 5 Najcescée adsorpcijske izoterme za adsorpciju ¢vrsto-tekuce. a) ,C“ izoterma; b) , L
izoterma; c) ,,H” izoterma; d) ,S“ izoterma (pripremljeno prema Limousin i sur., 2007)

Kod ,,C” izoterme odnos izmedu adsorbirane koli¢ine adsorbata na adsorbensu i preostale
(neadsorbirane) koli¢ine adsorbata u otopini je jednak pri bilo kojoj koncentraciji, pa ova
izoterma ima oblik pravca. Kod ,,L” izoterme odnos izmedu adsorbirane koli¢ine adsorbata na
adsorbensu i preostale (neadsorbirane) koli¢ine adsorbata u otopini opada kada koncentracija
adsorbata u otopini raste, pa je krivulja konkavna. Dvije su vrste ,L“ izoterme: ona koja

pokazuje da adsorbens ima ogranicem kapacitet za adsorbatom i ona koja ne pokazuje da
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adsorbens ima ograni¢em kapacitet za adsorbatom. Kod ,H“ izoterme pocetni nagib ove
krivulje je vrlo velik. ,S“ izoterma je sigmoidalna krivulja koja ima tocku infleksije. Do tocke
infleksije, adsorbat ima nizak afinitet za adsorbensom, a nakon S$to se povrsSina adsorbensa
zasiti sa molekulama adsorbata, daljnja adsorpcija se odvija brze. Ova adsorpcija se naziva

kooperativna adsorpcija (Limousian i sur., 2007).

2.3.2. Freundlichova izoterma

Freundlichova adsorpcijska izoterma opisuje neidealnu, reverznu adsorpciju na heterogenu
povrsinu koja nije ograni¢ena na stvaranje monosloja. Takoder, ona pretpostavlja da se mjesta
s ve¢om energijom na povrsini adsorbensa popune prva, tj. da svako mjesto na povrSsini
adsorbensa ima svoju energiju. Nelinearni oblik Freundlichove jednadzbe dan je sa formulom

2, a linearni oblik sa formulom (3).

qe = KFcl/n (z)

e

1
log g, = log Kp + Elog Ce (3)

gdje je: ge— ravnotezni adsorpcijski kapacitet adsorbata na adsorbensu (mol g1),
Kr — konstanta relativnog adsorpcijskog kapaciteta (mol g) (mol I'1)2/n,
ce — ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mol I?) i

1/n— konstanta intenziteta adsorpcije (Babaeivelni i sur., 2013; Foo and

Hameed, 2010; Marsal i sur., 2012; Soto i sur., 2011).

Konstanta Kr ukazuje na kapacitet adsorbensa. Veca vrijednost za Kr znaci veéi kapacitet
adsorbensa. Konstanta 1/n je konstanta intenziteta, odnosno jacine adsorpcije, te vece
vrijednosti za 1/n znace slabiju adsorpcijsku vezu, dok manja vrijednost 1/n znadi jacu

adsorpcijsku vezu (Foo and Hameed, 2010; Soto i sur., 2011).

Kod nelinearne jednadzbe Freundlichove izoterme, konstante 1/n i Kr mogu biti dobivene s
nelinearnom regresijom pomocu programa Solver u MS Excelu. Kod linearne jednadzbe
Freundlichove izoterme, dijagram ovisnosti (log ge) o (log c.) daje nagib pravca 1/n i odsjecak
na y-osi log Kr.

10
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2.3.3. Langmuirova izoterma

Langmuirov model predvida monoslojnu adsorpciju na homogenoj povrsini te da se adsorpcija
moze odvijati na ograni¢enim mjestima. Ona predvida da nema daljnjih interakcija i sterickih

smetnji izmedu adsorbiranih molekula (Foo and Hameed, 2010; Soto i sur., 2011).

Nelinearni oblik Langmuirove jednadzbe dan je sa formulom (4), a linearni oblik sa formulom

(5).

QmKLCe
= 4
Qe 1+Kc, ()
ce 1 4 Ce (5)

qe B KL dm dm

gdje je: ge— ravnoteZni adsorpcijski kapacitet adsorbata na adsorbensu (mol g?),
K. — konstanta slobodne energije adsorpcije ili konstanta afiniteta (I mol™)
ce — ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mol 1) i

gm — maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet (mol g') (Babaeivelni i sur.,

2013; Foo and Hameed, 2010; Marsal i sur., 2012; Soto i sur., 2011).

Kod nelinearne jednadzbe Langmuirove izoterme, konstante gm i K. mogu biti dobivene
pomocu nelinearne regresije za koju se koristi program Solver u MS Excelu. Kod linearne
jednadzbe Langmuirove izoterme, dijagram ovisnosti ce/ge 0 c. daje pravac s nagibom 1/qm i

odsjeckom na y-osi 1/K.gm.

2.3.4. Dubinin-Radushkevicheva izoterma

Kako bi se mogla razlikovati kemijska od fizikalne adsorpcije, moZze se koristiti Dubinin-

Radushkevicheva izoterma (Foo and Hameed, 2010; Soto i sur., 2011).

Nelinearni oblik Dubinin-Radushkevicheve jednadzbe dan je formulom (6), a linearni oblik

formulom (7).

11
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e = qs exp(—f€?) (6)
Ing, = Ing, — pe? (7)
gdje je: ge— ravnoteZni adsorpcijski kapacitet adsorbata na adsorbensu (mol g1),

gs — teorijski kapacitet zasi¢enja (mol g2)
B — konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (mol?J2),

€ — Polany potencijal (J mol).

Polany potencijal se mozZe izraCunati pomoc¢u formule (8):

€ = RTIn (1 + 1) (8)

Ce
gdje je: € — Polany potencijal (J mol™).
ce — ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mol I%),
T—temperatura (K) i

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

Kod nelinearne jednadzbe Dubinin-Radushkevicheve izoterme, konstante gs i f mogu biti
dobivene nelinearnom regresijom pomodu programa Solver u MS Excelu. Kod linearne
jednadZbe Dubinin-Radushkevicheve izoterme, dijagram ovisnosti In g o €2 daje pravac s

nagibom In gs i odsje¢kom na y-osi (-3).

Takoder, da bi se razlikovala fizikalna od kemijske adsorpcije, potrebno je odrediti srednju
slobodnu energiju E. Adsorpcija je fizikalna ukoliko E iznosi manje od 8 kJ mol?, a ukoliko je E

vecéa od 8 kJ mol™* adsorpcija je kemijski proces (Marsal i sur., 2012).

Srednja slobodna energija adsorpcije se moze odrediti formulom (9):

12
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gdje je:

1
E=—— (9)

NeT

E - srednja slobodna energija adsorpcije (J mol?) i

B — konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (mol? J2) (Babaeivelni i

sur., 2013; Foo i Hameed, 2010; Marsal i sur., 2012; Soto i sur., 2011).

13
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3.1. ZADATAK RADA

Zadatak rada bio je:

provesti eksperimente adsorpcije izmedu B-glukana i sljedecih derivata kvercetina:
-kvercetin-3-glukozid,
-kvercetin-3-galaktozid i
-kvercetin-3-ramnozid,
odrediti koncentraciju neadsorbiranih derivata kvercetina pomoé¢u Folin-Ciocalteu
metode nakon uspostavljanja adsorpcijske ravnoteze,
eksperimentalne rezultate obraditi sljedeé¢im nelinearnim i linearnim adsorpcijskim
modelima:
-Freundlich,
-Langmuir,
-Dubinin-Radushkevich,
odrediti konstante ovih nelinearnih i linearnih modela (Kri 1/n kod Freundlicha, K. i gm
kod Langmuira te gsi  kod Dubinin-Radushkevicha),
usporediti linearne i nelinearne modele radi utvrdivanja tocnije obrade
eksperimentalnih podataka,

usporediti adsorpciju ova tri derivata kvercetina.

15



3. Eksperimentalni dio

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Kemikalije

U ovom istraZivanju koriSteni su polifenolni standardi proizvodaca (Extrasynthese (Genay,
France) (kvercetin-3-glukozid (= 98,5 % HPLC), kvercetin-3-galaktozid (> 98 % HPLC), kvercetin-
3-ramnozid (> 98,5 % HPLC)). Ostale kemikalije proizvedene su u Kemika (Zagreb, Hrvatska)
(Folin-Ciocalteu reagens, natrij hidrogenfosfat dodekahidrat, natrij dihidrogenfosfat dihidrat),

Gram-mol (Zagreb, Hrvatska) (natrijev karbonat), zatim u J. T. Baker (Netherlands) (metanol

HPLC cistoce), te u Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) (B-glukan iz je¢ma, = 95 % HPLC).

3.2.2. Priprema standarda i uzoraka

Pripremljene su stock otopine derivata kvercetina u metanolu u koncentraciji od 900 mg | za
kvercetin-3-glukozid, 490 mg I za kvercetin-3-galaktozida, te 985 mg I"* za kvercetin-3-
ramnozida. Stock otopina B-glukana pripremljena je u koncentraciji od 190 mg I"! u destiliranoj
vodi. Stock otopine derivata kvercetina su razrijedene u koncentracijama od 1, 10, 50, 100,
150, 200 i 500 mg I'%. S razrijedenim otopinama konstruirane su kalibracijske krivulje pomoc¢u

spektroskopske Folin-Ciocalteu metode. Derivati kvercetina mjereni su dva puta (n=2).

3.2.3. Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih polifenola (Folin-
Ciocalteu metoda)

Ukupni polifenoli (neadsorbirani derivati kvercetina nakon adsorpcije) odredeni su Folin-
Ciocalteu metodom (Singleton i sur., 1999). Derivatu kvercetina nakon adsorpcije (20 L)
dodana je destilirana voda (1580 plL) i Folin-Ciocalteau reagens (100 ulL). Zatim je u otopinu
dodano 300 pL natrijevog karbonata (200 g I). Uzorci su promijesani na mjesalici vortex
(Grant Bio, Cambridgeshire, England) i stavljeni su u inkubator na 40 °C, 30 minuta (Memmert
IN 30, Schwabach, Njemacka). Apsorbancija (A) je mjerena na 765 nm prema slijepoj probi
(umjesto derivata kvercetina sadrzi destiliranu vodu) na spektrofotometru (UV 2005, Selecta,

Spanjolska).

3.2.4. Adsorpcija derivata kvercetina na B-glukanu

Adsorpcija glikozida kvercetina provedena je na B-glukanu kroz 16 h na 25 °C. Modelna otopina

sastojala se od glikozida kvercetina, B-glukana te fosfatnog pufera (ukupan volumen 500 pL).

16
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Konacéne koncentracije glikozida kvercetina u modelnoj otopini iznosile su 25, 50, 75, 100 i 150
mg I}, dok je koncentracija B-glukana iznosila 5 mg I'. Otopine su promije$ane na mjes3alici
(Grant Bio, Cambridgeshire, England) te su stavljene na tresilicu (IKA KS 130, Staufen,
Germany) na proces adsorpcije. Nakon adsorpcije od 16 h, neadsorbirani polifenoli odvojeni
su od adsorbiranih pomocu polietersulfonske membrane (Sartorius, Vivaspin 500, 10 000
MWCO, 100 - 500 pL) na centrifugi (Eppendorf minispin centrifuge, Hamburg, Germany).
Nakon procesa centrifugiranja, neadsorbirani polifenoli prosli su kroz membranu, te im je
odredena koncentracija c. (ravnotezna koncentracija ce), dok su se adsorbirani polifenoli na -
glukanu zadrzali na membrani. Neadsorbirani polifenoli odredeni su pomocu Folin-Ciocalteu

metode.

U stanju ravnoteZe odredene su nelinearne i linearne adsorpcijske izoterme. Freundlichova
nelinearnailinearnaizoterma odredena je prema formuli (2) i formuli (3), Langmuirova prema
formuli (4) i formuli (5) te Dubinin-Raduschevicheva prema formuli (6) i formuli (7). Kod
Dubinin-Raduschevicheva izoterme odredena je srednja slobodna energija adsorpcije preko
formule (9). Odreden je i ravnoteZni adsorpcijski kapacitet derivata kvercetina na B-glukanu

formulom (1).

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Za obradu dobivenih podataka koristen je kompjutorski program MS Excel (Microsoft
Corporation, SAD). Pomocu regresijske analize dobivene su jednadzbe kalibracijskih pravca i
pripadajuci koeficijenti determinacije R?. Za eksperiment adsorpcije koristeno je pet pocetnih
koncentracija polifenola, u dvije paralele, od kojih je svaka mjerena tri puta. Eksperimentalni
podaci su tada obradeni pomocu linearnih i nelineranih modela adsorpcijskih izotermi. Za
nelinearne modele koriSten je alat Solver u MS Excelu koji koristi nelinearnu regresiju te

minimizira RMSE pogresku (korijen srednje kvadratne pogreske) (formula 10):

n
1
RMSE = |~ (qe; = f(Cess @, b))? (10)
i=1
gdje je: Ce,i— I-ta mjera vrijednosti Ce,

ge,i— I-ta mjera vrijednosti Qe,

17
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f (ce, a, b) — nelinearna funkcija modela sa parametrima a i b koji predstavljaju

konstante modela i

n —broj mjerenja.
Za linearne modele koriStena je regresijska analiza. Dobivene su konstante linearnih i
nelinearnih modela. Slaganje podataka u modelu odredeno je preko koeficijenta

determinacije R? i RMSE pogreske (formula (11)).

n
1
RMSE = ;Z(Qe,m — qe)? (11)
i=1
gdje je: ge,m — ravnotezni adsorpcijski kapacitet dobiven po modelu (mol g%),

ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet dobiven eksperimentalno (mol g2),

n — broj mjerenja.

18



4. REZULTATI



4. Rezultati

4.1. KALIBRACUSKE KRIVULJE DERIVATA KVERCETINA

4.2. NELINEARNI ADSORPCISKI MODELI ZA ADSORPCUU DERIVATA
KVERCETINA NA B-GLUKANU

Kalibracijske krivulje derivata kvercetina dobivene s spektroskopskom metodom za

odredivanje ukupnih polifenola (Folin-Ciocalteu metoda) koja je opisana u poglavlju 2.3.2., a

dobivenu rezultati su prikazani na Slici 6.

0,6 - Kvercetin-3-glukozid
y = 0,0009x +0,0114 .3
0,4 - R?2=0,9973  ___--7~
< |
0,2 A _.-8"
f‘y—’
_-®
O _P T T T T 1
0 100 200 300 400 500
v (mg ')
a)
0,4 - Kvercetin-3-galaktozid
_--8
03 4VY= 0,0009x +0,0114 _.-~
R?=0,9908 .
<02 1 - -
0,1 - _.r7
—’.‘
O -‘ T T T 1
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b)
Kvercetin-3-ramnozid
0,6 -
y=0,0011x +0,0126 ~ __.-- -
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Slika 6 Kalibracijske krivulje derivata kvercetina dobivene Folin-Ciocalteu metodom. a)
kvercetin-3-glukozid; b) kvercetin-3-galaktozid; c) kvercetin-3-ramnozid (svaka
koncentracija mjerena je dva puta (n=2))
20
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4.2.1. Adsorpcijske ravnoteze derivata kvercetina na B-glukanu
Adsorpcija derivata kvercetina na B-glukanu opisana je adsorpcijskim ravnotezama i
nelinearnim modelima koji su opisani u poglavlju 2.3.1 — 2.3.4.,, a dobiveni rezultati prikazani

su na Slikama 7i 8, te Tablicama 1i 2.
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Slika 7 Adsorpcijske ravnoteze derivata kvercetina na B-glukanu. a) kvercetin-3-glukozid;
b) kvercetin-3-galaktozid; c) kvercetin-3-ramnozid (g. je adsorpcijski kapacitet B-glukana
u mol g%; ce je ravnoteZna koncentracija derivata kvercetina u mol 1)
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Slika 8 Nelinearne izoterme za adsorpciju derivata kvercetina na B-glukanu. a) kvercetin-
3-glukozid; b) kvercetin-3-galaktozid; c) kvercetin-3-ramnozid (ge je adsorpcijski kapacitet
B-glukana u mol g%; c. je ravnoteZna koncentracija derivata kvercetina u mol )
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4.2.2. Konstante nelinearnih adsorpcijskih modela za adsorpciju derivata

kvercetina na B-glukanu

Tablica 1 Konstante? nelinearnih adsorpcijskih modela Freundlicha i Langmuira za adsorpciju

derivata kvercetina na B-glukanu

Freundlich-ov model Langmuir-ov model
Standard 1/n Kr RMSE/10°  gm Ki RMSE/103

(mol g?) (I mol})¥/n (molg?) (Imol?)
Kvercetin-3-glukozid  0,1956 0,1083 1,43 0,0184 324987,14 2,20
Kvercetin-3-galaktozid 0,1890 0,0394 0,94 0,0090 40319,70 0,69
Kvercetin-3-ramnozid 0,0633 0,0327 1,48 0,0188 426942,74 1,30

ldobivene na temelju pet koncentracija, dvije paralele od svake koncentracije, svaka koncentracija mjerena ukupno tri puta,
RMSE je korijen srednje kvadratne pogreske,

1/n je konstanta intenziteta adsorpcije,

K je Freundlichova konstanta relativnog adsorpcijskog kapaciteta B-glukana [(mol g*) (I mol?) ¥/,

K. je konstanta slobodne energije adsorpcije ili konstanta afiniteta (I mol?),

gm je maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet prema Langmuiru (mol g).

Tablica 2 Konstante! nelinearnog adsorpcijskog modela Dubinin-Radushkevicha za adsorpciju

derivata kvercetina na B-glukanu

Dubinin-Radushkevich-ev model

Standard B(mol? J2) gs E  RMSE/103
(mol g?) (k) mol?)

Kvercetin-3-glukozid 1,51-10%° 0,0396 18,18 1,52
Kvercetin-3-galaktozid 1,7-10° 0,0170 17,15 0,91
Kvercetin-3-ramnozid 5,16-10°10 0,0239 31,17 1,32

ldobivene na temelju pet koncentracija, dvije paralele od svake noncentracije, svaka koncentracija
mjerena ukupno tri puta,

RMSE je korijen srednje kvadratne pogreske,

P je konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (mol? J2),

gs je teorijski kapacitet zasi¢enja (mol g?),

E je srednja slobodna energija adsorpcije (k) mol?) koja ukazuje na fizikalni ili kemijski proces adsorpcije.
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4.3. LINEARNI ADSORPCISKI MODELI ZA ADSORPCIJU DERIVATA KVERCETINA
NA B-GLUKANU

Adsorpcija derivata kvercetina na B-glukanu opisana je linearnim modelima koji su opisani u

poglavlju 2.3.2 — 2.3.4., a dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 9 - 12, te Tablicama 3i 4.
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Slika 9 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju kvercetin-3-glukozida na B-glukan. a)
Freundlichov model; b) Langmuirov model; c) Dubinin-Radushkevichev model
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Slika 10 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju kvercetin-3-galaktozida na B-glukan. a)
Freundlichov model; b) Langmuirov model; c) Dubinin-Radushkevichev model
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Slika 11 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju kvercetin-3-ramnozida na B-glukan. a)
Freundlichov model; b) Langmuirov model; c) Dubinin-Radushkevichev model
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4. Rezultati

4.3.1. Konstante linearnih adsorpcijskih modela za adsorpciju derivata
kvercetina na B-glukanu

Tablica 3 Konstante! linearnih adsorpcijskih modela Freundlicha i Langmuira za adsorpciju

derivata kvercetina na B-glukanu

Freundlich-ov model Langmuir-ov model
Standard 1/n Kr RMSE/103 qm K. RMSE/103

(mol g) (I mol)¥/n (molg?) (Imol?)
Kvercetin-3-glukozid 0,1737 0,0873 1,86 0,0222 56332,70 3,60
Kvercetin-3-galaktozid 0,2801 0,0876 1,06 0,0083 57542,90 0,76
Kvercetin-3-ramnozid 0,0575 0,0309 1,30 0,0202 123764,83 1,83

ldobivene na temelju pet koncentracija, dvije paralele od svake koncentracije, svaka koncentracija mjerena ukupno tri puta,
RMSE je korijen srednje kvadratne pogreske,

1/n je konstanta intenziteta adsorpcije,

K je Freundlichova konstanta relativnog adsorpcijskog kapaciteta B-glukana [(mol g*) (I mol?) ¥/,

K. je konstanta slobodne energije adsorpcije ili konstanta afiniteta (I mol?),

gm je maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet prema Langmuiru (mol g).

Tablica 4 Konstante! linearnog adsorpcijskog modela Dubinin-Radushkevicha za adsorpciju

derivata kvercetina na B-glukanu

Dubinin-Radushkevich-ev model

Standard B gs E RMSE/103
(mol2J2?) (molg?) (kI mol?)

Kvercetin-3-glukozid 1-10%° 0,0348 22,36 3,58
Kvercetin-3-galaktozid 2:10%° 0,0245 15,81 2,03
Kvercetin-3-ramnozid 5-1071° 0,0232 31,62 1,37

ldobivene na temelju pet koncentracija, dvije paralele od svake noncentracije, svaka koncentracija
mjerena ukupno tri puta,

RMSE je korijen srednje kvadratne pogreske,

P je konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (mol? J2),

gs je teorijski kapacitet zasi¢enja (mol g%),

E je srednja slobodna energija adsorpcije (k) mol?) koja ukazuje na fizikalni ili kemijski proces adsorpcije.
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Slika 12 Izoterme za adsorpciju derivata kvercetina na B-glukanu dobivene stavljanjem u
odnos ge izracunatog iz modela te eksperimentalnih vrijednosti ce. a) kvercetin-3-
glukozid; b) kvercetin-3-galaktozid; c) kvercetin-3-ramnozid (g. je adsorpcijski kapacitet
B-glukana u mol g%; c. je ravnoteZna koncentracija derivata kvercetina u mol )
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5. Rasprava

Koncentracija derivata kvercetina (ce) u procesu adsorpcije pracena je u otopini pomocu Folin-
Ciocalteu metode. Na Slici 6 prikazane su kalibracijske krivulje derivata kvercetina te
pripadajuce jednadibe pravca i koeficijent determinacije R?. Kalibracijski pravci derivata
kvercetina su linearni u koncentracijskom podruéju od 1 do 500 mg I"* za kvercetin-3-glukozid

i kvercetin-3-ramnozid te od 1 do 400 mg I'* za kvercetin-3-galaktozid.

Slika 7 prikazuje adsorpcijske ravnotezZe derivata kvercetina na B-glukanu. Iz Slike 7 je vidljivo
da se povecanjem ravnoteZne koncentracije derivata kvercetina c. povecava i ravnotezni
adsorpcijski kapacitet ge do trenutka kad se uspostavi adsorpcijska ravnoteza. Prema tipu
adsorpcijske izoterme, za sva tri derivata kvercetina najbolje odgovara ,,L“ tip izoterme prema
kojoj B-glukan ima ogranicen adsorpcijski kapacitet prema derivatima kvercetina. Kako bi se
bolje analizirali dobiveni eksperimentalni podaci i opisao sam proces adsorpcije, na
eksperimentalne podatke (ce i ge) primijenjeni su nelinearni i linearni adsorpcijski modeli.
NajceSce koristeni adsorpcijski modeli su Freundlich, Langmuir i Dubinin-Radushkevich

(Marsal i sur., 2012) koji su primijenjeni i u ovom radu.

Slika 8 prikazuje izoterme za adsorpciju derivata kvercetina na B-glukanu dobivene pomocu
nelinearne regresije. 1z Slike 8 je vidljivo da su dobivene krivulje modela sli¢ne. Tablica 1i 2
prikazuje konstante nelinearnih modela. Prema konstanti intenziteta adsorpcije 1/n (Tablica
1), moZe se reci da je adsorpcija favorizirana za sva tri derivata kvercetina (1/n je manji od 1).
Nadalje, konstante koje mogu biti povezane s adsorpcijskim kapacitetom B-glukana su
Langmuirova konstanta gm (maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet B-glukana) te
Dubinin-Radushkevicheva konstanta gs (adsorpcijski kapacitet zasi¢enja) (Tablica 1i 2). Prema
ovim konstantama, adsorpcijski kapacitet B-glukana bio je neSto manji za kvercetin-3-

galaktozid, a veci za kvercetin-3-glukozid i kvercetin-3-ramnozid.

Eksperimentalni podaci (ge i ce) obradeni su i linearnim jednadzbama Freundlicha, Langmuira
i Dubinin-Radushkevicha (slike 9, 10 i 11). Tablice 3 i 4 prikazuju konstante linearnih modela.
Prema konstanti intenziteta adsorpcije 1/n, moze se reéi da je adsorpcija favorizirana za sva
tri derivata kvercetina (1/n je manji od 1). Najvedi teorijski adsorpcijski kapacitet B-glukan je

pokazao za kvercetin-3-glukozid (gsigm), a nesto manji za ostala dva derivata.

Prilikom usporedbe nelinearnih i linearnih modela (Tablica 1, 2, 3 i 4) vidljivo je da su pogreske
modela uvijek manje za nelinearne modele. Ovo moZe znaciti da se tocnije predvidanje

adsorpcije dobiva analizom eksperimentalnih rezultata nelinearnim modelima.
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5. Rasprava

Da bi se usporedilo koliko eksperimentalne vrijednosti adsorpcije (ge i ce) odgovaraju
vrijednostima koje se dobiju izracunavanjem preko modela, vrijednosti ge izraCunate su prema
modelu te su stavljene u odnos s ce vrijednostima (Slika 12). Krivuljama su predstavljeni ovi
teorijski modeli. U slikama se takoder mogu vidjeti tocke eksperimentalnih podataka radi
usporedbe. Iz prikazanog se mozZe vidjeti da li vrijednosti modela odgovaraju
eksperimentalnim  vrijednostima. Za  kvercetin-3-glukozid i kvercetin-3-galaktozid
Freundlichov i Langmuirov model bolje odgovaraju eksperimentalnim vrijednostima, dok
Dubinin-Radushkevichev model ne odgovara. Kod kvercetin-3-ramnozida, sva tri modela
slicno mogu odgovarati eksperimentalnim vrijednostima. Vidljivo je da derivati kvercetina
pokazuju drugacije ponasanje prilikom adsorpcije na B-glukan te da je prilikom interpretacije
rezultata potrebno koristiti odgovaraju¢e modele (za kvercetin-3-glukozid i kvercetin-3-
galaktozid Freundlichov i Langmuirov model, a za kvercetin-3-ramnozid Freundlichov,

Langmuirov model i Dubinin-Radushkevichev model).

Prema Dubinin-Radushkevichevom modelu, mozZe se izraCunati srednja slobodna energija
adsorpcije E. Prema ovim vrijednostima (Tablica 1, 2, 3 i 4) moguce je da je adsorpcija derivata
kvercetina na B-glukanu kemijski proces (E je veda od 8 kJ mol?) (Marsal i sur., 2012). No, s
obzirom da Dubinin-Radushkevichev model u nekim slucajevima ne opisuje dobro proces
adsorpcije, moguce je da su pogreske u izracunu E velike. Zbog toga je ove rezultate potrebno
interpretirati oprezno. U literaturi je nadeno da se polifenoli mogu vezati za B-glukan s
nekovalentnim vezama kao $to su vodikove veze i van der Waalsove veze te kroz hidrofobne
interakcije (Gao i sur., 2012; Simonsen i sur., 2009; Veverka i sur., 2014; Wu i sur., 2011), no
takoder je nadeno da je adsorpcija polifenola na koZne strugotine bila kemijski proces (Marsal

i sur., 2012) kao i u nasem istrazivanju.

Opcenito se moze reéi da adsorpcija derivata kvercetina odgovara ,L“ tipu izoterme prema
kojoj B-glukan ima ograniéen adsorpcijski kapacitet prema derivatima kvercetina. Adsorpcija
je favorizirana, a nesto vedi teorijski adsorpcijski kapacitet B-glukan je pokazao za kvercetin-3-
glukozidom te kvercetin-3-ramnozidom dok je manji bio za kvercetin-3-galaktozid (i prema
linearnim i prema nelinearnim modelima). Nelinearni modeli opcenito su pokazali manju
pogresku u usporedbi s linearnima te se moze zakljuciti da je za modeliranje rezultata bolje
primijeniti nelinearne modele. Moguce je da kemijska struktura glikozida utjece na adsorpciju.
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5. Rasprava

Posto sve tri molekule glikozida imaju isti broj -OH skupina (Slika 3), ali je njihov prostorni
razmjestaj drugaciji, moguce je da prostorni razmjestaj -OH skupina u molekuli Se¢era ima

utjecaj na adsorpciju na B-glukan.

32



6. ZAKLJUCCI



6. Zakljucci

U ovom radu proveden je proces adsorpcije derivata kvercetina (kvercetin-3-glukozid,

kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-ramnozid) na B-glukanu. Na eksperimentalne podatke

primijenjeni su nelinearni i linearni modeli Freundlicha, Langmuira i Dubinin-Radushkevicha.

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Derivati kvercetina adsorbirali su se na povrsinu B-glukana, a adsorpcija se najbolje
moze opisati ,,L” tipom izoterme prema kojoj B-glukan ima ogranicen adsorpcijski
kapacitet prema derivatima kvercetina.

Na eksperimentalne rezultate adsorpcije derivata kvercetina na B-glukanu
primijenjeni su nelinearni i linearni adsorpcijski modeli Freundlicha, Langmuira i
Dubinin-Radushkevicha, pri ¢emu su nelinearni modeli pokazali bolje slaganje s
eksperimentalnim rezultatima. Pri objasnjenju procesa adsorpcije bolje je koristiti

nelinearne modele.
Interakcije izmedu derivata kvercetina i B-glukana bile su favorizirane.

Kvercetin-3-glukozid pokazao je vedi teorijski adsorpcijski kapacitet na B-glukanu,

a nesto nizi adsorpcijski kapacitet pokazao je kvercetin-3-galaktozid.

Moguce je da prostorni razmjestaj -OH skupina na molekuli glikozida ima utjecaj na

proces adsorpcije.

Kako bi se objasnio utjecaj strukture derivata kvercetina na adsorpcijski kapacitet

B-glukana, potrebna su daljna istrazivanja.
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