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1. Uvod

Danas je veé opée poznato da polifenolni spojevi imaju veliku ulogu kako u biljnom svijetu
(zastita od oksidacije, UV zracenja te vanjskih Stetocina), tako i za ljudski organizam
(prvenstveno sprjeCavanje Stetnog djelovanja slobodnih radikala). Bioaktivnost i
bioraspolozZivost polifenola tijekom probave ovisit ée o svojstvima samog polifenolnog spoja,

njegovoj strukturi, ali i reakcijama s drugim spojevima u hrani (Jakobek, 2007; Perkovié, 2019).

U ljudskom probavnom sustavu polifenoli ulaze u interakciju s prehrambenim vlaknima, sto
utjece na njihovu bioraspolozivost. Ovisno o interakciji i tipu veza, prehrambena vlakna mogu
osigurati vecu bioraspolozivost polifenola stiteéi ih od prerane oksidacije u probavnom
sustavu. Koja veza ée nastati i hoce li doéi do interakcije uopée, ovisiti ée o pH, temperaturi,

ionskoj jakosti okoline te strukturi reaktanata (Jakobek i Mati¢, 2019).

Interakcije polifenola i prehrambenih vlakana se mogu interpretirati kao procesi adsorpcije
fenolnih spojeva na vlakna. Adsorpcija je proces koji definira sposobnost neke ¢vrste tvari
(prehrambenog vlakna kao adsorbensa) da na svojoj povrsini veze, odnosno adsorbira
molekule plina ili otopljene tvari iz otopine (polifenole kao adsorbante) (Brdicka, 1969). Kada
se jedan takav proces privede kraju, tj. kada je koncentracija adsorbiranih i neadsorbiranih
polifenola u ravnotezi, dobiju se adsorpcijske izoterme. Proces adsorpcije se najcesce opisuje

kinetickim jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog reda (Alshameri i sur., 2018).

Jedan od najrasprostranjenijih i jedan od glavnih predstavnika polifenolinih spojeva je galna
kiselina koja pripada skupini hidroksibenzojevih kiselina. MoZe se pronadéi u vinu, ¢ajevima,
citrusnim plodovima i dr., a mnoga istraZivanja su pokazala da posjeduje protuupalna,
antioksidacijska i antibakterijska svojstva (Locatelli i sur., 2013). Bioaktivnost i bioraspoloZivost
galne kiseline u ljudskom organizmu uvelike ovisi 0 njenim interakcijama s drugim spojevima,
pa tako i prehrambenim vlaknima, npr. 8-glukanom. Stoga, cilj ovog istrazivanja je bio odrediti
adsorpcijski kapacitet B-glukana za galnu kiselinu te pratiti proces adsorpcije kroz odredeni
vremenski period pri razli¢éitim pH vrijednostima. Ekperimentalni rezultati su obradeni

jednadZbama pseudo-prvog i pseudo-drugog reda.
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2. Teorijski dio

2.1. POLIFENOLI

Polifenoli predstavljaju jednu od najbrojnijih i najrasprostranjenijih skupina spojeva u
biljkama. Mogu se sastojati od jednostavnih molekula (npr. benzokinoni, kumarini, kromoni,
ksantoni, fenolne kiseline i dr.) ili vrlo slozenih molekula velike molekulske mase (tanini ili
lignini). Zajednic¢ko im je postojanje aromatskog prstena u strukturi na koji je vezana jedna
hidroksilna skupina (Goleniowski i sur., 2013). Oni su biljni sekundarni metaboliti koji, iako nisu
nuzni za funkcioniranje ljudskog organizma, igraju veliku ulogu u njegovom obrambenom

mehanizmu (Jakobek, 2007; Tadi¢, 2016).

Prema strukturi se dijele na flavonoide, fenolne kiseline, stilbene i lignane. Nadalje, flavonoidi
se dijele na flavonole, flavone, antocijane i izoflavone, te ujedno predstavljaju i najvecu
skupinu polifenola (Panche i sur., 2016). Fenolne kiseline u svojoj strukturi sadrzavaju fenolni
aromatski prsten na koji je vezana barem jedna karboksilna skupina. One mogu biti derivati
benzojeve ili cimetne kiseline (hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline). U prirodi se
vec¢inom javljaju u vezanom obliku, najcesée esterificirane s vinskom kiselinom ili kina

kiselinom (Jakobek, 2007).

Hidroksicimetne kiseline su dijelovi stani¢nih stijenki biljnih stanica gdje su konjugirane
hidroksilnim kiselinama (Sikiminska, vinska kiselina), a enzimska ili kemijska hidroliza uzrokuje
njihov prelazak u slobodan oblik. Cetiri su najzastupljenije hidroksicimetne kiseline: p-
kumarinska, kafeinska, feruli¢na i sinapinska kiselina (Manach i sur., 2004). Hidroksibenzojeve
kiseline imaju opcenitu Ce-C;1 strukutru koja potjece od benzojeve kiseline. Rijetko se javljaju
u slobodnom obliku, uglavno su to konjugati (konjugirani Se¢erima, organskim kiselinama ili
dijelovima stanicne stijenke, npr. lignine), koji se oslobadaju tijekom prerade voca i povrca.
Ovoj skupini pripadaju p-hidrokskibenzojeva, vanilinska, siringinska, protokatehinska,

elaginska te galna kiselina (Goleniowski i sur., 2013; Jakobek, 2007)

2.1.1. Galna kiselina

Galna kiselina  (3,4,5-trihidroksibenzojeva  kiselina) je jedna od najpoznatijih
hidroksibenzojevih kiselina. Vrlo ¢esto se u metodama odredivanja ukupnih fenola ili fenolnih
podgrupa galna kiselina koristi kao standard. Opce poznato je da posjeduje antioksidacijska,
antibakterijska i antiupalna svojstva. Njena uloga u sprje¢avanju oksidativnih oSteéenja moze

uzrokovati potencijalno smanjenje rizika od nekih bolesti. Jabuka, maslinovo ulje, orasi, zeleni
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2. Teorijski dio

¢aj i citrusni plodovi predstavljaju najvece izvore galne kiseline (Jeli¢, 2019; Locatelli i sur.,
2013). Najcesée se galna kiselina proizvodi kiselinskom hidrolizom tanina. Tanini koji su
podlozni hidrolizi sadrze galotanine i elagitanine s glukozom u sredistu. Kao preduvjet da bi se
nesto klasificiralo kao tanin, tri hidroksilne skupine glukoze moraju biti esterificirane u
oligomere galne kiseline (Ow i Stupans, 2003). U cCistom obliku galna kiselina izgleda kao
bezbojni kristalni prah. Soli galne kiseline su galati, a njeni esteri se koriste za stabilizaciju
biljnih i Zivotinjskih masti jer sprje¢avaju proces oksidacije (Jeli¢, 2019). Budu¢i da su galna
kiselina i njeni metaboliti prisutni u vocu, povréu te raznim napitcima (¢aj, vino itd.), dnevni
unos galne kiseline u organizam moze doseéi i 1 gram. Mnogi aditivi i suplementi mogu

sadrzavati galnu kiselinu ili njene estere (propil i oktil galat) (Shi i sur., 2013).

Na Slici 1 prikazana je struktura galne kiseline gdje je vidljivo da su na aromatski prsten vezane
tri hidroksilne skupine (ortho- polozaj u odnosu jedna prema drugoj) te jedna karboksilna
skupina. Polozaj i broj hidroksilnih skupina te prisutnost drugih funkcionalnih skupina utjece
na antioksidacijsku aktivnost galne kiseline. Poveéanjem broja hidroksilnih skupina povecava
se i antioksidacijsko djelovanje neke molekule, zbog Cega galna kiselina pokazuje visok

antiradikalni ucinak (Jeli¢, 2019; Locatelli i sur., 2013).

OH
HO OH

COOH

Slika 1 Struktura galne kiseline (Jakobek, 2007)




2. Teorijski dio

2.2. PREHRAMBENA VLAKNA

Prehrambena vlakna predstavljaju heterogenu skupinu komponenata s razli¢itim
funkcionalnim svojstvima. Ne probavljaju se niti apsorbiraju u ljudskom probavnom traktu,
nego se potpuno ili djelomi¢no fermentiraju u debelom crijevu uz pomoc¢ prirodne endogene
mikroflore. Kao produkti nastaju kratkolan¢ane masne kiseline, plinovi i voda (Jakobek i Mati¢,
2019). ZabiljeZzeno je da propionska kiselina, koja moZe tako nastati, smanjuje sintezu

kolesterola u jetri, pa tako i njegovu razinu u krvi (Chakrabarty i Chakrabarty, 2019)

Glavna podjela prehrambenih vlakana je na topljiva i netopljiva vlakna. Skupini netopljivih
vlakana pripadaju hitin, celuloza, hemiceluloza itd. Vlakna topljiva u vodi ukljucuju pektin,
gume, B-glukane i fruktane, ukljucujuciinulin i fruktooligosaharide (Chakrabarty i Chakrabarty,

2019; Dror i sur., 2020).

2.2.1. B-glukan
Glukani su polisaharidi koji se sastoje od glukoze, a s obzirom na tip veza unutar molekule
postoje a-glukani (monomeri glukoze povezani a-glikozidnim vezama) i 8-glukani (monomeri
glukoze povezani B-glikozidnim vezama) (Dror i sur., 2020). U strukturi 8-glukana pronalaze se

B-1,4-glikozidne veze, a nakon svake dvije do tri takve veze dolazi 3-1,3-glikozidna veza (Slika

2).

CH,OH

OH

OH

B-1,3 B-1,4

Slika 2 Struktura B-glukana (Perkovi¢, 2019)




2. Teorijski dio

Znanstvena istraZivanja pokazala su da (B-glukan ima potencijal poticanja imunoloskog
sustava, smanjenja razine LDL kolesterola i glukoze u krvi. Otporan je na apsorpciju u tankom
crijevu, a u debelom crijevu dolazi do njegove fermentacije pri ¢emu nastaju komponente koje
se lakse apsorbiraju u krvotok. Kao izvori 3-glukana najvise se istiCu Zitarice, i to zob i jeCam,
ali

B-glukan se moze pronadi i u pekarskom kvascu, gljivama i algama (Dror i sur., 2020).

2.3. ADSORPCIJA

Adsorpcija se definira kao interakcija adsorbensa (Cvrste tvari) i adsorbanta (otopljena tvar iz
otopine ili molekula plina) i odvija se na granici te dvije faze koje se naziva grani¢no podrucje
faza. To podrucje nastaje pod utjecajem razlicitih sila, a koli¢ina tvari koja se adsorbira ovisi o
prirodi adsorbensa i adsorbanta, pH, tlaku, temperaturi i koncentraciji. Adsorpcija je
egzoterman proces (AH < 0). Proces adsorpcije je uspjesniji Sto je vec¢a povrsina adsorbensa
(Perkovi¢, 2017). Nadalje, proces adsorpcije ovisi i o svojstvima povrSine koja moze biti
nepolarna (hidrofobna), polarna (hidrofilna) te povrsina s pozitivnim ili negativnim nabojem

(Latour, 2020). S obzirom na vrstu sila izmedu adsorbensa i adsorbanta, tri su tipa adsorpcije:

- fizikalna ili Van der Waalsova adsorpcija — izmedu cestica vladaju slabe Van der

Waalsove sile i adsorpcijske topline nisu vise od 10 kcal/mol;

- Kemijska adsorpcija ili kemisorpcija — izmedu Cestica vladaju jace kemijske sile i

adsorpcijske topline dosegnu i do 150 kcal mol™;

- lonska adsorpcija — javlja se kod pozitivno ili negativno nabijenih koloida koji na svojoj

povrsini adsorbiraju anione ili katione (Brdicka, 1969).

Primjena adsorpcije je raznolika, a vrlo ¢esto predstavlja jeftinu i pouzdanu metodu za
izdvajanje neke komponente iz otopine ili plina, npr. uklanjanje kontaminanata iz otpadnih
voda, prociséavanje zraka, izdvajanje pojedinih spojeva i dijelova proizvoda, itd. Kljuéan je
odabir adsorbensa, a kao adsorbens se mogu koristiti razni materijali. Cesto su to aktivni ugljen
ili otpadni materijali prehrambene industrije kao repini rezanci, pivski trop, trop jabuke, kore

citrusa (Afolabi i sur., 2020).




2. Teorijski dio

Adsorpcijski kapacitet adsorbanta na adsorbensu rac¢una se prema formuli (1):

L7 _ (Co_Ce)*V,
qe (iliqe) ==—— (1)
gdje je: ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet adsorbanta na adsorbensu (mg g),

Co - potetna koncentracija adsorbanta u otopini (mg I'%),

Ce - ravnotezna koncentracija adsorbanta u otopini (mg I'%),
Vm - volumen otopine u kojoj se odvija adsorpcija (l),

¢a - koncentracija adsorbensa u otopini (mg 1),

Va— volumen adsorbensa u otopini (l) (Kresi¢, 2017).

2.4. KINETIKA PROCESA ADSORPCUJE

Kemijska kinetika istrazuje brzine kemijskih reakcija, parametre koji utjecu na brzinu reakcije
i mehanizme kemijskih reakcija. Ukoliko se odvija reakcija prvog reda u kojoj reaktant A prelazi

u produkte, tada se jednadzba kinetike te reakcije moze opisati jednadzbom:

d
— A=k (2)
A — . dt (3)
ca

gdje je ca koncentracija reaktanta A, t je vrijeme, a k1 konstanta brzine reakcije prvog reda.

Ukoliko se ova jednadzba integrira u granicama cao do ca, t =0 do t (kada je t = 0, koncentracija
reaktanta A iznosi cao, kada je vrijeme t, tada je koncentracija reaktanta A ca), dobije se

jednadzba:

In<4° = k¢t (4)

a
koja predstavlja jednadzbu kemijske reakcije prvog reda. Iz ove jednadzbe se sredivanjem
dobije jednadZba za odredivanje konstante brzine reakcije prvog reda:

ky =24 (5)

t Cca
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Kemijska reakcija drugog reda moze se opisati jednadzbom:

d
——A=ky} (6)
— %4 = ,dt (7)
Ca

Integriranjem u granicama od cao do ca, t = 0 do t, dobije se jednadzba:

——— =yt (8)

cA CAo

koja predstavlja jednadzbu kemijske reakcije drugog reda. Iz ove jednadzbe se sredivanjem

dobije jednadzba za odredivanje konstante brzine reakcije drugog reda:

1(1 1

o=t 2) 0

t \ca cao

Jednadzbe za brzine reakcije prvog i drugog reda te jednadzbe za konstante brzine reakcije
prvog i drugog reda mogu se upotrijebiti za dobivanje konstanti k1 i k2 te za odredivanje reda

reakcije ukoliko reakcija odgovara jednadzbama prvog ili drugog reda.

2.4.1. Kinetika procesa adsorpcije

Princip procesa adsorpcije zasniva se na dvije faze: difuzija i reakcija na povrsini adsorbensa.
Vrlo ¢esto se onda kineticki modeli adsorpcije dijele na dva tipa, difuzijski i reakcijski model.
Difuzijski model opisuje transport adsorbanta iz otopine prema povrsini adsorbensa, dok

reakcijski modeli opisuju sam proces adsorpcije (Fang i sur., 2020).

Za obradu eksperimentalnih podataka adsorpcije adsorbanta na adsorbens u razli¢itim
vremenskim intervalima vrlo Cesto se koriste kineticke jednadzbe pseudo-prvog i pseudo-

drugog reda.

2.4.1.1. Model pseudo-prvog reda

Pojam “pseudo” je povezan s kinetickim modelima koji opisuju reakcije u kojima je jedan
reaktant konstantan, odnosno ne utje¢e na brzinu reakcije. Kod procesa adsorpcije prati se
promjena koncentracije adsorbanta na adsorbens cija se koncentracija ne mijenja (Laidler,

1996).
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Model pseudo-prvog reda je jedan od najceSée koristenih modela koji opisuje brzinu
adsorpcije u tekué¢inama. Lagergren (1898) je prvi predlozio jednadzbu pseudo-prvog reda, a
danas se uglavnom koristi inacica koju su dali Ho i McKay (1999). Linearna jednadzba pseudo-

prvog reda, pri ge=0 kada je t = 0i g:= ge kada je t = te, dana je formulom (10):
In(qe — q¢) = Inq, — kyqt (10)
gdje je: ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg g?),
gt — adsorpcijski kapacitet u vremenu t (mg g1),
t — vrijeme (h),
k1 — konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (h™) (Perkovi¢, 2019).

Linearnom regresijom preko dijagrama ovisnosti In(ge-g:) o t, koji daje nagib pravca —kj i

odsjecak na y-osi In ge, mogu se odrediti vrijednosti parametara ge i k1 (Alshameriisur., 2018).

2.4.1.2. Model pseudo-drugog reda

Model pseudo-drugog reda se temelji na pretpostavci da brzinu adsorpcijske kinetike
odreduje brzina procesa adsorpcije i desorpcije. Linearna jednadzba pseudo-drugog reda
dobivena pri grani¢nim uvjetima ge=0kada jet=0ig:= ge kada je t = t., (Ho i McKay, 1999)

prikazana je formulom (11):

t 1 1
—=—t+ 3
ac Qe k2qe

(11)
gdje je: ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg g?),

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

t —vrijeme (h),

k, — konstanta brzine reakcije pseudo-drugog reda (g (mgh)?) (Perkovi¢, 2019).

Linearnom regresijom preko dijagrama ovisnosti t/q: o t, koji daje nagib pravca 1/g. i odsjecak

na y-osi 1/k2g.?, mogu se odrediti vrijednosti parametara ge i k2 (Alshameri i sur., 2018).

Navedeni modeli kinetike adsorpcije mogu se primijeniti i na adsorpciju izmedu polifenola i

prehrambenih vlakana, to¢nije za opisivanje interakcija galne kiseline i 8-glukana.
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2.5. INTERAKCUE POLIFENOLA S PREHRAMBENIM VLAKNIMA

Bioaktivnost i bioraspolozivost polifenolnih tvari u organizmu uvelike ovisi o njihovim
interakcijama s drugim molekulama, posebice ugljikohidratima, proteinima i lipidima. Te
interakcije mogu smanijiti dostupnost polifenola u organizmu, ali, s druge strane, mogu i
sprijeCiti oksidaciju polifenola tijekom prolaska kroz probavni sustav zbog cega postoji
mogucnost da dodu u debelo crijevo u kojem se metaboliziraju pod utjecajem prirodne
mikroflore. NajceS¢e se te interakcije ostvaruju pomodéu nekovalentnih veza, posebice
vodikovih veza. Kovalentne veze se mogu pojaviti u sluaju kada fenolna tvar posjeduje
mogucnost stvaranja radikala kinona i semikinona kroz reakciju u dva koraka. Kod interakcija
polifenola s ugljikohidratima, odnosno s prehrambenim vlaknima, dolazi do stvaranja
vodikovih veza. Izmedu polifenola i polisaharida moZe doéi do stvaranja kovalentnih veza.

Stupanj vezivanja ovisiti ¢e o strukturi obje molekule (Jakobek, 2015).

2.5.1. Interakcije galne kiseline i 3-glukana

Interakcije B-glukana i polifenola se interpretiraju kroz proces adsorpcije pri ¢emu je B-glukan
adsorbens, a polifenoli adsorbanti. Tijekom ovog procesa odreduje se adsorpcijski kapacitet

te adsorpcijske izoterme (Perkovi¢, 2017).

Galna kiselina formira dva tipa oligomera: oligomeri u kojima nastaje veza izmedu dva atoma
ugljika u fenolnim prstenovima (ne moze hidrolizirati) i oligomeri s kompleksnim esterskim
vezama izmedu funkcionalnih skupina (mogu hidrolizirati) (Krasnova i sur., 2015). Struktura
galne kiseline znatno utjeCe na proces njene adsorpcije na B-glukan. Esterifikacijom galne
kiseline zamije¢eno je znacajno povedanje hidrofobnosti i smanjenje adsorpcije bududi da je
adsorpcija galne kiseline na B-glukan predvodena hidrofilnim reakcijama (vodikove veze)

(Jakobek, 2015).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je:

provesti adsorpciju galne kiseline (20, 50 i 100 mg I'Y) na B-glukanu pri razli¢itim pH
vrijednostima (1,5; 7,5 10) i u razli¢itim vremenskim periodima (10, 30, 60, 120, 300

min);

kvantificirati galnu kiselinu nakon adsorpcije spektrofotometrijski pomocu Folin-
Ciocalteu metode te izracunati adsorpcijski kapacitet u razli¢itim vremenskim
periodima (gt)

modelirati eksperimentalne podatke jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog

reda

Na osnovu dobivenih podataka opisati mogucéi mehanizam adsorpcije galne kiseline pri

razli¢itim pH vrijednostima

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Kemikalije

Za izradu ovog rada koristene su sljedece kemikalije:

B-glukan iz je¢ma (G6513) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
Galna kiselina (> 98%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
Folin-Cioalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

HCI (37 %) (Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska),

KCI (Gram mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska),

Na,COs (T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska),

NaHCOs (Gram mol, Zagreb, Hrvatska),

Na;HPO4 12H,0 (Kemika, Zagreb, Hrvatska),

NaH,PO4 2H,0 (Kemika, Zagreb, Hrvatska).
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3.2.2. Priprema pufera

Otopipri pH vrijednosti 1,5: U odmjernu tikvicu od 100 ml pripremljena je otopina kloridne
kiseline koncentracije 0,1 mol dm3, te otopina kalijevog klorida koncentracije 0,1 mol dm.
Otopipri pH vrijednosti 1,5 dobivena je mijeSanjem 50 ml 0,1 mol dm= KCl, 31,62 ml 0,1 mol

dm3 HCl te destilirane vode do ukupnog volumena 100 ml.

Pufer pH vrijednosti 7,5: Odvagano je 0,2902 g NaH;PO4 2H,0 i 2,9153 g Na;HPO4 12H;0 u

odmijernu tikvicu od 100 ml te je dodana destilirana voda do ukupnog volumena 100 ml

Pufer pH vrijednosti 10: Odvagano je 0,5682 g NaHCO3 i 0,34309 g Na;CO3z u odmjernu tikvicu

od 100 ml te je dodana destilirana voda do ukupnog volumena 100 ml.

3.2.3. Priprema otopine galne kiseline i 8-glukana

Pripremljena je stock otopina galne kiseline koncentracije 1000 mg |I* u ukupnom volumenu
5 ml otapanjem galne kiseline u metanolu. Od stock otopine su razrjedenjem pripremljene
otopine galne kiseline 10, 20, 30, 50 i 100 mg I"* koje su posluZile za konstrukciju kalibracijskog
pravca galne kiseline. Otopina B-glukana pripremljena je u odmjernoj tikvici volumena 25 ml

u koncentraciji 194 mg I'* otapanjem B-glukana u vodi te zagrijavanjem na 80 °C.

3.2.4. Adsorpcija galne kiseline na 3-glukan
Adsorpcija je pracena pri 3 razli¢ite pH vrijednosti (pH 1,5; 7,5 i 10) za tri razli¢ite pocetne
koncentracije galne kiseline (cao0) (20, 50 i 100 mg IY). Pri pH vrijednosti 1,5, adsorpcija je
provedena tako da je u 5 plasti¢nih epruveta dodan -glukan (konacna koncentracija u
reakcijskoj otopini 10 mg I'), galna kiselina (kona¢na koncentracija u reakcijskoj otopini 20 mg
I'!), a ostatak volumena do 1500 ul zauzimao je pufer pH vrijednosti 1,5. Ove epruvete
stavljene su na vortex (PV 1 Grant bio, Grant Instruments, Cambridgeshire, UK) te na mjeSalicu
(IKA KS 130, Staufen, Germany). S obzirom na vrijeme prac¢enja adsorpcije (10, 30, 60, 120,
300 min) epruvete su skinute s mjesalice, stavljene na centrifugu na 10 000 rpm, 5 minuta. Iz
gornjeg dijela otopine uzet je alikvot od 750 pl koji je profiltriran syringe filterom (0,45 pm,
PTFE) te upotrijebljen za analizu galne kiseline nakon adsorpcije (ca). Isti postupak proveden

je za adsorpciju galne kiseline pocetne koncentracije 50 i 100 mg I pri pH 1,5.

Adsorpcija pri pH vrijednosti 7,5 i 10 provedena je na isti nacin.
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3.2.5. Folin-Ciocalteu metoda

Koncentracija galne kiseline nakon adsorpcije (ca) odredena je spektrofotometrijskom Folin-
Ciocalteu metodom. U kivetu je otpipetirano 20 pl profiltriranog uzorka, 1580 ul destilirane
vode, 100 ul Folin-Ciocalteu reagensa te 300 pl otopine NaCOs (Sablji¢, 2016). Smjesa je
promijeSana na vortex mjesalici te stavljena u inkubator (IN 30, Memmert, Buechenbach,
Njemacka) na 40 °C, 30 minuta. Priredena je i slijepa proba u koju je umjesto uzorka dodana
destilirana voda. Nakon zavrsene inkubacije otopinama galne kiseline mjerena je apsorbancija
(A) na spektrofotometru (UV 1280, Shimadzu, Kyoto, Japan) na 765 nm, nasuprot slijepe
probe. Svi uzorci mjereni su u dvije paralele (n = 2). Kalibracijska krivulja koja je posluzila za
raCunanje koncentracije galne kiseline u uzorcima dobivena je mjerenjem razli¢itih

koncentracija galne kiseline (10, 20, 30, 50 i 100 mg I!) istim postupkom.

3.2.6. Adosrpcijski kapacitet

Za raunanje adsorpcijskog kapaciteta u svim vremenskim periodima (g: (mg g* B-glukana))

upotrijebljena je formula (12):

(CA(;/;(‘:;:)Vm (12)

qe(iliqe) =
gdje je: cao pocetna koncentracija galne kiseline (mg ), ca koncentracija galne kiseline nakon
adsorpcije ili koli¢ina neadsorbirane galne kiseline (mg 1), Vi ukupan volumen reakcijske
otopine (I), ya masena koncentracija -glukana (g I!), Va volumen dodanog B-glukana u

reakcijskoj otopini (1).

3.2.7. Kinetika

Kinetika je istraZivana pracenjem koncentracije galne kiseline na pocetku reakcije cao i nakon
adsorpcije ca. Podaci cao i ca modelirani su kinetikom reakcije pseudo prvog reda,
upotrebljavajuéi jednadzbu:

2intae (13)

t Cca

kq
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gdje je k1 konstanta brzine reakcije prvog reda (h?), t vrijeme adsorpcije (h), cao koncentracija

galne kiseline na pocéetku reakcije (mg I'), ca koncentracija galne kiseline u vremenu t (mg I%).
Preuredenjem se dobije jednadzba:

In4 = k. ¢ (14)

<
U dijagramu je prikazana ovisnost In cao/ca vs t, a linearnom regresijom je dobivena vrijednost

nagiba pravca koji predstavlja konstantu k; (konstanta brzine reakcije prvog reda, h?).

Dobiveni pravac prolazi kroz ishodiste.

Osim jednadzbom kinetike reakcije prvog reda, podaci cao i ca modelirani su kinetikom reakcije
pseudo drugog reda upotrebljavajuci jednadzbu:

ky =g =00 (15)

t "ca cCao

Preuredenjem jednadzZbe dobije se:

— = kyt +— (16)

A Cao

Iz dijagrama ovisnosti 1/ca vs t linearnom regresijom dobiven je nagib pravca koji predstavlja

ka (konstanta brzine reakcije drugog reda (I h™* mg?)) te odsje¢ak na osi y 1/cao graficki-

3.2.7.1. Kinetika procesa adsorpcije
Osim opcenitim kinetickim jednadZbama kojima je modelirana koncentracija galne kiseline
nakon adsorpcije, kinetika procesa adsorpcije ispitana je modeliranjem koli¢ine adsorbirane
galne kiseline (ge, g:). Pri tome je upotrijebljena jednadzba procesa adsorpcije pseudo-prvog
reda:

In(ge-qv) = Inge — kat (17)
gdje je: ge ravnoteini adsorpcijski kapacitet (mg g?), g: ravnoteZni adsorpcijski kapacitet u
vremenu t (mg g1), t vrijeme (h), k1 konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (h?).
Eksperimentalni podaci prikazani su u dijagramu ovisnosti In (ge-q:) o t, a linearnom regresijom
dobiven je pravac s nagibom k; (h?) i odsje¢kom na y-osi In ge (Alshameri i sur., 2018).

Kinetika procesa adsorpcije ispitana je i jednadZbom procesa adsorpcije pseudo-drugog reda:

t 1 1
—=—t4+ 18
ac  dge k2q3 (18)

16



3. Eksperimentalni dio

gdje je ge ravnoteini adsorpcijski kapacitet (mg g), g: ravnoteZni adsorpcijski kapacitet u
vremenu t (mg g1), t vrijeme (h), k2 konstanta brzine reakcije pseudo-drugog reda (g h™*mg™).
Eksperimentalni podaci prikazani su u dijagramu ovisnosti t/g: o t, a linearnom regresijom
dobiven je pravac s nagibom 1/ge te odsje¢kom nay osi 1/k2ge® iz koje se izraéuna k; (g h™*

mg) (Alshameri i sur., 2018).

3.2.8. UV/Vis spektri galne kiseline i 3-glukana

Otopine galne kiseline 20, 50 i 100 mg I"! pripremljene su dodavanjem odredenog alikvota
stock otopine galne kiseline u plasticne kivete te dodavanjem pufera pH 1,5, 7,5 i 10 do
ukupnog volumena 2,5 ml. Ovim otopinama snimljen je UV/Vis spektar na spektrofotometru

(UV 1280, Shimadzu, Kyoto, Japan) od 200 do 450 nm.

Otopina B-glukana 20 mg I priredena je dodavanjem odredenog alikvota stock otopine
B-glukana u plasti¢ne kivete te dodavanjem pufera pH 1,5, 7,5 i 10 do ukupnog volumena 2,5

ml. Otopini je snimljen UV/Vis spektar od 200 do 1100 nm.

3.2.9. Statisticka obrada podataka

Za obradu dobivenih 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 koridten je program MS excel (Microsoft Corporation,

Redmond, Washington, SAD).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. REZULTATI

pH 1,5
120
100 & &
L
= B0 } E
E" &0 @20 mg ™
. ) &I* & x @50 mgl™
20 @100 mg I
. "l - = [ |
0 2 4 &
t(h}
a)
pH7,5
120
100 @
]
= 80 = L [ ] ®20mgl!
E‘ 60 i ®50mgl™!
& a0 ‘I; &« ® 100 mgl™!
20 g g u
B
0
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. 80 ®20mgl”!
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20 ‘. s 2 &
0 |
20 0 2 4 6
t (h)
c)

Slika 3 Promjena koncentracija galne kiseline tijekom 5 h adsorpcije na B-glukan pri a) pH

1,5,b) pH 7,5ic) pH 10
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prvi red drugi red
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0 0,5 1 1,5 0 0,5 1 1,5
t(h) t(h)
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Slika 4 Kinetika adsorpcije galne kiseline na R-glukan pri pH 1,5. (ovisnost In cao/ca 0 vremenu

adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike prvog reda te ovisnost 1/ca o vremenu adsorpcije t (h)

za opisivanje kinetike Il reda). Poéetna koncentracija galne kiseline a) 20, b) 50 i ¢) 100 mg I,
Kinetika praéena na temelju koncentracije slobodne galne kiseline.
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Incyo/ca

Incao/cp
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Slika 5 Kinetika adsorpcije galne kiseline na R-glukan pri pH 7,5. (ovisnost In cao/ca 0 vremenu

adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike prvog reda te ovisnost 1/ca o vremenu adsorpcije t (h)
za opisivanje kinetike Il reda). Poéetna koncentracija galne kiseline a) 20, b) 50 i ¢) 100 mg I,
Kinetika praé¢ena na temelju koncentracije slobodne galne kiseline.
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Prvi red drugi red
20 mg I 20 mg 1
L5 0,15 y =0,0715x + 0,0519
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Slika 6 Kinetika adsorpcije galne kiseline na R-glukan pri pH 10. (ovisnost In cag/ca 0 vremenu

adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike prvog reda te ovisnost 1/ca o vremenu adsorpcije t (h)

za opisivanje kinetike Il reda). Pocetna koncentracija galne kiseline je a) 20, b) 50 i ¢) 100 mg
I1. Kinetika praéena na temelju koncentracije slobodne galne kiseline.

22



4. Rezultati i rasprava

Tablica 1 Konstante brzine reakcije | i Il reda za adsorpciju galne kiseline na B-glukanu

Il red
pH Chro r2 k1 r2 k2 1/CA0grafiEki l/CAOraéunski
(mg 1) (h™) (Ih*mg™)
1,5
20 0,9764 1,104 0,9385 0,0974 0,0463 0,05
50 0,6877 0,2243 0,8791 0,0055 0,0198 0,02
100 0,7009 0,0696 0,7055 0,0007 0,0100 0,01
7,5
20 0,9415 0,3003 0,7956 0,0390 0,0462 0,05
50 0,8587 0,4604 0,9135 0,0090 0,0205 0,02
100 0,9994 0,4166 0,9979 0,0047 0,0100 0,01
10
20 0,9227 0,9569 0,9663 0,0715 0,0519 0,05
50 0,9711 1,1755 0,9195 0,0487 0,0162 0,02
100 0,6980 0,5059 0,8008 0,0051 0,0109 0,01
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4. Rezultati i rasprava
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4. Rezultati i rasprava

In(g.-q.)

In(g.-q,)
O N B OO

In(g.-q,)

10

B~ o

10

10

o]

~ O

prvi red
-1
20 mgl 0,006
y =-2,8417x + 7,4789
2 _
....... o R*=0,9568 0,004
........... &
=
0,002
0
0,5 1 1,5
t(h)
a)
prvi red
50 mg It
y =-2,1322x + 7,4791 0,006
R2 = 0,8429
........ oo _ 0,004
...... . o
=
0,002
0
0,5 1 15
t(h)
b)
prvi red
100 mg I*
........ ‘.............’ 0,006
_ 0,004
3
=
y =-0,2892x + 7,9386 0,002
R2 =0,3963
0
0,5 1 1,5
t(h)
c)

drugi red
20 mg It
y = 0,0005x + 0,0003
R*=0,8874
@ Qoeooveceecn L)
0,5 1 s
t(h)
drugi red
50 mg !
y = 0,0004x + 0,0006
R?=0,8423
[ “IRTRLE G Y
0,5 1 s
t(h)
drugi red
100 mg It
y =0,0007x + 0,0011
R? = 0,0894
......... }‘

[ ]
0> 1 1,5

Slika 8 Kinetika adsorpcije galne kiseline na B-glukan pri pH 1,5 (ovisnost /n (ge-q:) 0 vremenu
adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike prvog reda te ovisnost t/q: o0 vremenu adsorpcije t (h)
za opisivanje kinetike Il reda). Poéetna koncentracija galne kiseline a) 20, b) 50 i ¢) 100 mg I,

Kinetika praé¢ena na temelju koli¢ine adsorbirane galne kiseline.
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4. Rezultati i rasprava

In(ge-9:)
o N b O

10

In(ge-q.)

In(q.-q,)
o N » [e)} [o]

prvi red
20 mgl?t y=-0,1451x + 7,6962
R2 = 0,242
cer@ererrenennenn ° 0,006
& 0,004
=
0,002
0
0,5 1 1,5 0
t (h)
a)
prvi red
50 mg I
0,006
............ )
g & 0,004
y = 1,7455x + 6,4204 =
R2=0,7768 0,002
0
0,5 1 1,5 0,002
t(h)
b)
prvi red
100 mg |1
e o 0,006
y =-0,0368x + 8,5716 & 0,004
R?=0,0032 =
0,002
0
0
0,5 1 15
t (h)
c)

drugi red
20mgl?
y =0,001x + 0,0012
R?=0,2418
O e $
' ™
0.3 1 1,5
t(h)
drugi red
50 mg !
y =-0,001x + 0,0005
R? = 0,7476
[ 3PP N—
0,5 1 15
t (h)
drugi red
-1
100 me ! y =0,0005x - 2E-05
R2 =0,8429
@ ccoccce @ttt o
0,5 1 15
t (h)

Slika 9 Kinetika adsorpcije galne kiseline na 3-glukan pri pH 7,5 (ovisnost In (ge-q:) o vremenu
adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike prvog reda te ovisnost t/qg: 0 vremenu adsorpcije t (h)
za opisivanje kinetike Il reda). Poéetna koncentracija galne kiseline a) 20, b) 50 i c) 100 mg I,

Kinetika praéena na temelju koli¢ine adsorbirane galne kiseline.
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 10 Kinetika adsorpcije galne kiseline na B-glukan pri pH 10 (ovisnost In (ge-q:) o
vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije prvog reda te ovisnost t/q: o vremenu
adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije Il reda). Pocetna koncentracija galne kiseline a)

20, b) 50 i c) 100 mg I'1. Kinetika pra¢ena na temelju koli¢ine adsorbirane galne kiseline.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 2 Konstante brzine reakcije | i Il reda za adsorpciju galne kiseline na B-glukanu u
vremenu 1 h

| red Il red
pH c r2 k1 r2 k>
(mg 1) (h) (g h™'mg™)
1,5
20 0,9568 2,8417 0,8874 0,00083
50 0,8429 2,1322 0,8423 0,00027
100 0,3963 0,2892 0,0894 0,00045
7,5
20 0,2420 0,1451 0,2418 0,00083
50 0,7768 -1,7455 0,7476 0,0020
100 0,0032 0,0368 0,8429 -0,01250
10
20 0,9023 0,7416 0,3948 0,00015
50 0,9213 2,9921 0,6747 0,00005

100 0,7051 0,8430 0,8336 0,00040




4. Rezultati i rasprava
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Slika 11 Kinetika adsorpcije galne kiseline na B-glukan pri pH 1,5 kroz 5 h reakcije (ovisnost In

(ge-q:) o vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije prvog reda te ovisnost t/g:0

vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije Il reda). PoCetna koncentracija galne
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Slika 12 Kinetika adsorpcije galne kiseline na B-glukan pri pH 7,5 kroz 5 h reakcije (ovisnost /n

(ge-q:) o vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije prvog reda te ovisnost t/g:0

vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije Il reda). Pocetna koncentracija galne
kiseline 20, 50 i 100 mg I*
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Slika 13 Kinetika adsorpcije galne kiseline na B-glukan pri pH 10 kroz 5 h reakcije (ovisnost In

(ge-q:) o vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije prvog reda te ovisnost t/g:0

vremenu adsorpcije t (h) za opisivanje kinetike reakcije Il reda). Pocetna koncentracija galne
kiseline 20, 50 i 100 mg I
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 Konstante brzine reakcije | i Il reda za adsorpciju galne kiseline na 8-glukanu u
vremenu 5 h

| red Il red
pH c r2 k1 r? k2
(mg 1) (h) (g h™'mg™)
1,5
20 0,0264 -0,0782 0,9926 0,0200
50 0,4668 0,3000 0,8716 0,00167
100 0,6030 0,0782 0,9095 0,00338
7,5
20 0,9061 0,5153 0,1585 0,00002
50 0,3631 0,4035 0,5117 -0,00042
100 0,8713 0,7621 0,5837 0,00003
10
20 0,1718 0,1949 0,9455 0,0012
50 0,6116 0,5088 0,9872 0,0009

100 0,9814 0,7016 0,9951 0,0004




4. Rezultati i rasprava
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 15 UV/Vis spektri galne kiseline razli¢itih koncentracija. a) 20, b) 50, c¢) 100 mg |2, pri

razli¢itim pH vrijednostima
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 16 UV/Vis spektar otopine B-glukana pri razli¢itim pH vrijednostima
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4. Rezultati i rasprava

4.2. RASPRAVA

U ovom radu istraZivana je adsorpcija galne kiseline na (B-glukanu, pri tri razli¢ite pH
vrijednosti, u vremenskom periodu 5 h. Rezultati provedenog istrazivanja prikazani su na

Slikama 3 do 16 i Tablicama 1 do 3.

Slika 3 prikazuje promjenu koncentracije galne kiseline tijekom 5 h adsorpcije, pri tri razlicite
pH vrijednosti. Iz slike se moze vidjeti da koncentracija neadsorbirane galne kiseline opada
tijekom vremena na sve tri pH vrijednosti (pH 1,5; 7,5 i 10). |z toga se moze zakljuciti da se
galna kiselina adsorbira na povrsinu B-glukana. Ovi rezultati u skladu su s rezultatima
adsorpcije razli¢itih polifenolnih spojeva na B-glukanu. Ranija istraZivanja pokazala su da se
polifenoli ¢aja adsorbiraju na povrsinu 3-glukana (Gao i sur., 2012; Wu i sur., 2011a; Wu i sur.,
2011b). Osim polifenola ¢aja, razliciti polifenolni spojevi pokazali su sposobnost adsorpcije na
B-glukan (Wang i sur., 2013). Smanjenje koncentracije galne kiseline bilo je najvece tijekom
0,5 do 1 h adsorpcije, a nakon toga koncentracija galne kiseline dostize ,,steady state” stanje.
Iz toga se moze zakljuciti da je brzina adsorpcije galne kiseline na B-glukanu najveca unutar

0,5 do 1 h reakcije, a nakon toga reakcija usporava.

Rezultati pocetne koncentracije galne kiseline (cao) i koncentracije neadsorbirane galne
kiseline (ca) tijekom vremena modelirani su linearnim jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-

drugog reda.

JednadzZba pseudo-prvog reda (ki=1/t Incao/ca) koja nakon preuredenja postaje Incao/ca=kit
daje pravac koji prolazi kroz ishodiste, s nagibom ki. Dijagrami ovisnosti Incao/ca 0 t za tri
razli¢ite pocetne koncentracije galne kiseline (20, 50 i 100 mg |) prikazani su na Slikama 4 (pH
1,5), 5 (pH 7,5) i 6 (pH 10). S obzirom da je iz Slike 3 vidljivo da se adsorpcija odvijala brze
tijekom 0,5 do 1 h, a nakon toga je usporila te dostigla ,steady state” stanje, za modeliranje
su uzeti u obzir podaci samo tijekom 1 h (pH 1,5i 10) ili 0,5 h (pH 7,5) reakcije. Iz rezultata je
vidljivo da eksperimentalni podaci odgovaraju jednadzbi pseudo-prvog reda (r> = 0,69 do 0,98
pri pH 1,5 za tri poletne koncentracije galne kiseline, Slika 4), (r* = 0,86 do 0,99 pri pH 7,5 za
tri pocetne koncentracije galne kiseline, Slika 5), (r> = 0,70 do 0,97 pri pH 10 za tri podetne

koncentracije galne kiseline, Slika 6). Pravci dobiveni modeliranjem prolaze kroz ishodiste.

Jednadzba pseudo-drugog reda (k2=1/t*(1/ca-1/ca0)) koja nakon preuredenja postaje

1/ca=k2*t+1/cao daje pravac s odsjeckom na osiy 1/cao i nagibom k». Dijagrami ovisnosti 1/ca
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4. Rezultati i rasprava

o t za tri razli¢ite pocetne koncentracije galne kiseline (20, 50 i 100 mg I"!) prikazani su na
Slikama 4 (pH 1,5), 5 (pH 7,5) i 6 (pH 10). | ovdje su samo rezultati nakon 0,5 h (pH 7,5)ili1 h
(pH 1,5 i 10) reakcije modelirani jednadzbom pseudo-drugog reda jer je bilo vidljivo (Slika 3)
da adsorpcija nakon tog perioda dolazi u ,steady state” stanje. Iz rezultata je vidljivo da
eksperimentalni podaci odgovaraju jednadzbi pseudo-drugog reda (r?> = 0,71 do 0,94 pri pH
1,5 za tri poletne koncentracije galne kiseline, Slika 4), (r> = 0,80 do 0,99 pri pH 7,5 za tri
poletne koncentracije galne kiseline, Slika 5), (r> = 0,80 do 0,97 pri pH 10 za tri poletne

koncentracije galne kiseline, Slika 6).

U Tablici 1 prikazane su konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (k1) i pseudo-drugog reda
(k2) te vrijednost 1/cao za reakciju pseudo-drugog reda koje su dobivene modeliranjem.
Vidljivo je da vrijednosti k1 uglavnom rastu kako pocetna koncentracija galne kiseline opada
od 100 do 20 mg I'* na sve tri pH vrijednosti (pri pH 1,5 k1 raste od 0,07 do 1,10 kako cao opada
od 100 do 20 mg I'%); (pri pH 7,5 k1 pokazuje sli¢ne vrijednosti od 0,42 do 0,30 kako cao opada
od 100 do 20 mg I'), (pri pH 10 k; raste od 0,51 — 1,18 kako cao opada od 100 do 50 mg It ili
raste od 0,51 — 0,96 kako cap opada od 100 do 20 mg I%). Sliéno se moZe reéi i za konstantnu
k. Naime, vrijednosti k> uglavnom rastu kako pocetna koncentracija galne kiseline opada od
100 do 20 mg I'* na sve tri pH vrijednosti (pri pH 1,5 k> raste od 0,0007 do 0,0974 kako cao
opada od 100 do 20 mg I'%); (pri pH 7,5 k; raste od 0,0047 — 0,039 kako cao opada od 100 do
20 mg I'%), (pri pH 10 k, raste od 0,0051 — 0,0715 kako cao opada od 100 do 20 mg I'). Ovi
rezultati su u skladu s ranijim istraZivanjima u kojima je utvrdeno da se konstante brzine
reakcija mijenjaju promjenom pocetne koncentracije adsorbanta (Fang i sur., 2020). Tocnije,
konstante brzine reakcije pokazuju porast sa smanjenjem pocetne koncentracije adsorbanta
(Fang i sur., 2020). Osim toga, u Tablici 1 vidljiva je graficki odredena vrijednost 1/cao koja se
slaze s eksperimentalnim vrijednostima 1/cao $to upucuje na pravilno modeliranje dobivenih

eksperimentalnih podataka.

Eksperimentalni podaci upotrijebljeni su za racunanje adsorbirane koli¢ine galne kiseline na
B-glukanu (mg g B-glukana), a rezultati su prikazani na Slici 7. Vidljivo je da se galna kiselina
adsorbirala najveéom brzinom unutar 1 do 2 h adsorpcije, nakon ¢ega adsorpcija dolazi u
,Ssteady state” stanje pri pH 1,5 i 10, dok je pri pH 7,5 vidljivo povecanje adsorpcije tijekom
5 h. Osim toga, vidljivo je da se galna kiselina adsorbira viSe ukoliko je pocetna koncentracija

galne kiseline ve¢a (pH 7,5 i 10).
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4. Rezultati i rasprava

Rezultati adsorbirane koli¢ine galne kiseline (ge i g:) i koncentracije neadsorbirane galne
kiseline (ce) tijekom vremena modelirani su linearnim jednadZzbama adsorpcije pseudo-prvog

i pseudo-drugog reda.

Jednadzba pseudo-prvog reda (In(ge-g:)=Inge — kit) je jednadziba koja ima nagib pravca -ki, te
odsjecak na y osi Inge. Dijagrami ovisnosti In(ge-gt) o t za tri razli¢ite pocetne koncentracije
galne kiseline (20, 50 i 100 mg I'!) prikazani su na Slikama 8 (pH 1,5), 9 (pH 7,5) i 10 (pH 10). S
obzirom da je iz Slike 7 vidljivo da se adsorpcija odvijala brze tijekom 1 h, a nakon toga je
usporila te dostigla ,steady state” stanje, za modeliranje su uzeti u obzir podaci samo tijekom
1 h(pH 1,5, 7,5i 10). Vrijednost r? iznosila je od 0,003 do 0,96 (r?> = 0,40 do 0,96 pri pH 1,5 za
tri poéetne koncentracije galne kiseline, Slika 8), (r> = 0,003 do 0,78 pri pH 7,5 za tri podetne
koncentracije galne kiseline, Slika 9), (r> = 0,71 do 0,92 pri pH 10 za tri poetne koncentracije
galne kiseline, Slika 10). Samo u pojedinim slu¢ajevima s visokom r?> moZe se pretpostaviti da

podaci odgovaraju reakciji pseudo-prvog reda.

JednadZba adsorpcije pseudo-drugog reda (t/gi=1/(k2g<?)+t/qe) je jednadiba koja ima nagib
pravca 1/ge, te odsjecak na y osi 1/(k2ge?). Dijagrami ovisnosti t/qg: o t za tri razli¢ite poletne
koncentracije galne kiseline (20, 50 i 100 mg I"!) prikazani su na Slikama 8 (pH 1,5), 9 (pH 7,5)
i 10 (pH 10). | ovdje su za modeliranje uzeti u obzir podaci samo tijekom 1 h (pH 1,5, 7,5 10;
s obzirom da je iz Slike 7 vidljivo da se adsorpcija odvijala brZe tijekom 1 h, a nakon toga je
usporila te dostigla , steady state” stanje. Vrijednost r? iznosila je od 0,09 do 0,89 (r? = 0,09 do
0,89 pri pH 1,5 za tri pocetne koncentracije galne kiseline, Slika 8), (r> = 0,24 do 0,84 pri pH 7,5
za tri poletne koncentracije galne kiseline, Slika 9), (r?> = 0,40 do 0,84 pri pH 10 za tri poletne
koncentracije galne kiseline, Slika 10). Samo u slu¢ajevima s visokom r> moZe se pretpostaviti

da adsorpcija odgovara kinetici pseudo-drugog reda.

U Tablici 2 prikazane su konstante brzine reakcije adsorpcije pseudo-prvog reda (k1) i pseudo-
drugog reda (k2) koje su dobivene modeliranjem. Vidljivo je da vrijednosti k1 uglavnom rastu
kako pocetna koncentracija galne kiseline opada na sve tri pH vrijednosti (pri pH 1,5 ki1 raste
od 0,29 do 2,84 kako cao opada od 100 do 20 mg I%); (pri pH 7,5 k1 pokazuje rast od 0,04 do
0,15 kako cao opada od 100 do 20 mg I ili rast od -1,74 do 0,15 kako cao opada od 50 do 20
mg 1), (pri pH 10 k1 raste od 0,84 do 2,99 kako cao opada od 100 do 50 mg I). Sliéno se moze
reéi i za konstantnu k;. Naime, i u ovom sluéaju se moze vidjeti kako vrijednosti k; uglavnom

rastu kako pocetna koncentracija galne kiseline opada na sve tri pH vrijednosti (pri pH 1,5 k»
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raste od 0,00045 do 0,00083 kako cao opada od 100 do 20 mg I1ili raste od 0,00027 do 0,00083
kako cao opada od 50 do 20 mg I); (pri pH 7,5 k2 raste od -0,0125 do 0,00083 kako cao opada
od 100 do 20 mg I ili rast od -0,00043 do 0,00083 kako cao opada od 500 do 20 mg I?), (pri
pH 10 k> raste od 0,0004 do 0,00015 kako cao opada od 100 do 20 mg I'* ili raste od 0,00005
do 0,00015 kako cao opada od 50 do 20 mg I'%). Ovi rezultati su u skladu s ranijim istraZivanjima
u kojima je utvrdeno da se konstante brzine reakcija mijenjaju promjenom pocetne
koncentracije adsorbanta (Fang i sur., 2020). Tocnije, konstante brzine reakcije pokazuju

porast sa smanjenjem pocetne koncentracije adsorbanta (Fang i sur., 2020).

Podaci dobiveni adsorpcijom modelirani su dodatno jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-
drugog reda i u vremenu 5 h da bi se vidjelo ukupno stanje reakcije adsorpcije nakon 5 h.
Dijagrami ovisnosti In(ge-gt) o t (pseudo-prvi red) te dijagrami ovisnosti t/g: o t (pseudo-drugi
red) tijekom 5 h reakcije za tri razli¢ite pocetne koncentracije galne kiseline (20, 50 i 100 mg I
1) prikazani su na slikama 11 (pH 1,5), 12 (pH 7,5) i 13 (pH 10). Vrijednosti r? za reakcije pseudo-
prvog reda iznose od 0,026 do 0,98, a za reakcije pseudo-drugog reda od 0,16 do 0,99 (Slike
11, 12 i 13). Usporedbom r? vrijednosti vidljivo je da adsorpcija vise odgovara reakcijama
pseudo-drugog reda zbog visih vrijednosti r2. Posebice se to odnosi pri pH 1,5 (r? za pseudo-
drugi red 0,87 do 0,99) i 10 (r? za pseudo-drugi red 0,95 do 0,99). Konstante brzine reakcija
dane su u Tablici 3. | ovdje je vidljiv porast vrijednosti konstanti brzine reakcije pri smanjenju

pocetne koncentracije galne kiseline u odredenim slucajevima (k2 pri pH 1,5 i 10).

Iz slike 7 vidljivo je da se galna kiselina adsorbira razli¢ito na razli¢itim pH vrijednostima.
Najvediiznos adsorpcije galna kiselina pokazala je pri pH 10, nakon toga pri pH 7,5, a najmanje
se adsorbirala ukoliko je pH sredine bio 1,5. Ovo je u skladu s ranijim istraZivanjima koja su
pokazala da se polifenoli adsorbiraju drugacije na razli¢éitim pH vrijednostima. Tako je
adsorpcija polifenola iz ¢aja na B-glukanu ispitivana pri pH vrijednostima od 3 do 7 (Wu i sur.,
2011a). Polifenoli ¢aja su se adsorbirali u najmanjoj kolicini pri pH 3, nakon ¢ega se adsorpcija
povecavala do pH 6, te je doSlo do blagog smanjenja adsorpcije pri pH 7 (Wu i sur., 2011a).
Ovo je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu. Razli¢ito ponasSanje pri adsorpciji na
razli¢itim pH vrijednostima moZe se povezati s razli¢itim oblicima galne kiseline na razli¢itim
pH vrijednostima. Naime, galna kiselina ima pKa vrijednost 4,5 $to znadi da je na nizim pH
vrijednostima uglavnom u nedisociranom obliku dok kod pH vrijednosti 4,5 50% u

disociranom, a 50% u nedisociranom obliku. Nakon pH 4,5, vecina galne kiseline prelazi u
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disocirani oblik. Ovi razli¢iti omjeri disocirane/nedisocirane galne kiseline mogu se adsorbirati

u razli¢itoj kolicini.

Da bi se provjerilo postojanje razlicitih oblika galne kiseline na ispitivanim pH vrijednostima,
snimljeni su UV/Vis spektri galne kiseline koncentracija 20, 50 i 100 mg I pri pH 1,5; 7,5 i 10
(Slika 14). Vidljiv je pomak maksimuma apsorpcije od 270 nm pri pH 1,5 do 260 pri pH 7,5 te
do 265 pri pH 10 s dodatnim maksimumom na 410 nm. Ovi pomaci jos su bolje vidljivi na Slici
15. Da bi se provjerio oblik 8-glukana na razli¢itim pH vrijednostima, snimljen je UV/Vis spektar
B-glukana pri pH 1,5; 7,5 10 (Slika 16). B8-glukan pokazuje maksimum na 970 nm na sve tri pH

vrijednosti $to moZe ukazati na to da pH vrijednost nije utjecala na pojavnost -glukana.

Iz dobivenih rezultata moZe se vidjeti da se galna kiselina adsorbira na (-glukan pri pH
vrijednostima 1,5; 7,51 10, a adsorpcija je najbrza unutar 1 do 2 h reakcije. Nakon tog vremena,
proces adsorpcije usporava, te ulazi u ,steady state” stanje. Promjena galne kiseline tijekom
vremena moze se modelirati jednadZzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog reda, a konstante
brzine reakcije odredene modeliranjem povecavaju se smanjenjem pocetne koncentracije
galne kiseline. Podaci koli¢ine adsorbirane galne kiseline na 8-glukan tijekom vremena takoder
se mogu obraditi jednadzbama procesa adsorpcije pseudo-prvog i pseudo-drugog reda. | ovim
modeliranjem bilo je vidljivo da se konstante brzine reakcije odredene modeliranjem pokazuju
trend povecanja sa smanjenjem pocetne koncentracije galne kiseline. Ovo ukazuje na
¢injenicu da na proces adsorpcije te opisivanje procesa adsorpcije utjecu brojni faktori, a medu
njima i po€etna koncentracija adsorbanta (galne kiseline) te je vrlo teSko objasniti mehanizam
adsorpcije te ponasanje u vremenu. Modeliranjem procesa adsorpcije tijekom ispitivanih 5 h
moze se pretpostaviti da adsorpcija odgovara reakcijama pseudo-drugog reda. Nadalje, galna
kiselina adsorbirala se najmanje pri pH 1,5, nakon ¢ega se iznos adsorpcije povecavao pri pH
7,5 te pri pH 10. Ovo razli¢ito ponasanje galne kiseline na razli¢itim pH vrijednostima rezultat
je razli¢itih omjera disociranih/nedisociranih oblika galne kiseline na razli¢itim pH

vrijednostima Sto je potvrdeno i UV/Vis spektrima.
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5. Zakljuéci

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

1. Proces adsorpcije galne kiseline na (B-glukan pracen je kroz 5 h te je zabiljeZzeno da je

reakcija najbrza unutar prvih 1 do 2 h, nakon ¢ega ulazi u ravnotezno stanje.

Povecanjem pH vrijednosti sredine (1,5; 7,5 i 10) povecava se koli¢ina adsorbirane
galne kiseline na f-glukan, $to se moZe objasniti prelaskom galne kiseline iz

nedisociranog u disocirani oblik pri visSim pH vrijednostima.

Promjena slobodne galne kiseline tijekom vremena te koli¢ina adsorbirane galne
kiseline na B-glukan moZe se modelirati jednadzbama pseudo-prvog i pseudo-drugog

reda.

Navedeni modeli dali su podatke iz kojih je vidljivo da konstante brzine reakcije
pokazuju trend porasta kako se smanjuje pocetna koncentracija galne kiseline, u nekim

slucajevima.
Adsorpcija galne kiseline na B-glukan najvjerojatnije slijedi kinetiku reakcije pseudo-
drugog reda.
Odredivanje kinetike adsorpcije polifenola na prehrambena vlakna, odnosno

konkretno galne kiseline na (-glukan, bitna je za shvacanje interakcija izmedu tih

molekula o kojima ovisi bioaktivnost i bioraspolozZivost istih.
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