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1. Uvod

Polifenoli su velika skupina sekundarnih biljnih metabolita. Prema razlikama u kemijskoj
strukturi mogu se podijeliti na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane. Flavonoidi se
dalje mogu podijeliti na flavonole, flavone, izoflavone, flavanone, antocijanidine i flavanole
(Truzzi i sur., 2021). Polifenoli su pokazali mnoge potencijalno pozitivne bioaktivnosti, no
bududéi da njihova uloga nije u potpunosti istrazena, jo$ uvijek se provode studije o njihovoj
bioaktivnosti (Jakobek i Mati¢, 2019). Jedna od bioaktivnosti polifenola je i njihova interakcija

s razli¢itim sastojcima hrane kao sto su prehrambena vlakna (Jakobek, 2015).

Prehrambena vlakna su neskrobni polisaharidi koji su otporni na probavu i apsorpciju u
tankom crijevu, uz potpunu ili djelomi¢nu fermentaciju u debelom crijevu. Mogu se podijeliti
na topljive i netopljive (Quirds-Sauceda i sur., 2014). Jedno od netopljivih prehrambenih
vlakana iz kvasca Saccharomyces cerevisiae je zimosan A ili 8-(1,3)-(1,6)-glukan
(Venkatachalam i sur., 2020). Zimosan je pokazao mnogo razli¢itih bioloskih aktivnosti
povezanih s upalnim i imunolo$kim odgovorima, zatim zastitom lijekova kroz probavni trakt ili
u adsorpciji toksina (Miura i sur., 2009; Salgado i sur., 2017; Yiannikouris i sur., 2004;
Yiannikouris i sur., 2006). Zbog bioloskih aktivnosti zimosan se moze koristiti kao funkcionalna

hrana ili pojacivac imuniteta (Venkatachalam i sur., 2020).

Zbog potencijalno pozitivnih ucinaka interakcija izmedu polifenola i prehrambenih vlakana
(Jakobek i Mati¢, 2019.), oni se sve viSe istrazuju. Najce$c¢a i najjednostavnija metoda za
proucavanje interakcija izmedu polifenola i prehrambenih vlakana je tehnika adsorpcije (Mati¢
i sur., 2021). Naringin je flavanon koji se moze pronadi u citrusima, pa na taj na¢in moze ulaziti
u interakcije sa zimosanom A. Do sada nisu pronadeni radovi koji istrazuju interakcije
naringinaizimosana A. Na adsorpciju i interakciju izmedu naringina i zimosana A mozZe utjecati
pH vrijednost u gastrointestinalnom sustavu. Razli¢ite pH vrijednosti mogu utjecati na
kemijsku strukturu naringina (Chen i sur., 2021). Kako bi se vidjele razlike u interakcijama,
koriste se otopine elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu (Jakobek i sur.,

2022).

Zadatak ovog rada je provesti adsorpciju izmedu polifenola (naringin) i prehrambenog vlakna
(zimosan A). Istrazit ¢e se utjecaj vrste otapala i poCetne koncentracije naringina i zimosana A
na proces adsorpcije. Adsorpcija ¢e se provesti u vodi, zatim pri pH 3, pH 7, te u otopinama
elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu s razliCitim pocetnim

koncentracijama naringina i zimosana A. Odredit ¢e se adsorpcijski kapaciteti. Pratit ¢e se
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proces desorpcije naringina sa zimosana A. Pri tome ¢e se odrediti desorpcijski kapacitet i
postotak desorpcije. Proces adsorpcije i desorpcije moZe dati viSe znanja o samim

interakcijama naringina i zimosana A kako bi se mogla objasniti njihova bioraspoloZivost.
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2. Teorijski dio

2.1. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi su najbrojnija i najrasirenija skupina u biljkama, a poznato je vise od 8000
razlicitih struktura polifenola (Bravo, 1998). Oni su produkti sekundarnog metabolizma biljaka,

te imaju bitnu ulogu kod zastite biljaka od UV zracenja i raznih patogena (Manach i sur., 2004).

Polifenolni spojevi se medusobno razlikuju prema kemijskoj strukturi, te se mogu podijeliti u

4 glavne skupine: fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni i lignani (Slika 1) (Manach i sur., 2004).

Polifenolni spojevi

/ ngnanl
Fenolne kiseline

Flavonoidi
Proantocijanidinl \> Dihidrokalkoni

Flavonoh Flavanoli
Flavoni Antocijaninini

|zoflavoni Flavanoni

Slika 1 Podjela polifenolnih spojeva

Polifenoli se mogu pronadi u razli¢itim biljkama (povrée, Zitarice, mahunarke, voce, orasasti
plodovi, i drugo), te u pi¢ima (vino, jabukovaca, pivo, ¢aj, kakao) (Slika 2). Polifenoli utjecu na
nutritivnu i senzorsku kvalitetu hrane, a ovisno o njihovom sadrzaju, daju trpkost i gorcéinu

hrani i pi¢u (Bravo, 1998).
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Slika 2 Izvor polifenola u raznim namirnicama (Web 1)

2.1.1 Fenolne kiseline

Oko jedne treéine polifenolnih spojeva u ljudskoj prehrani ¢ine fenolne kiseline. To su spojevi
koji sadrze benzenski prsten, karboksilnu skupinu, te jednu ili visSe hidroksilnih i metoksilnih
skupina u molekuli. Fenolne kiseline se mogu podijeliti u dvije grupe: hidroksibenzojeve
kiseline koje imaju sedam ugljikovih atoma i na hidroksicimetne kiseline (i njene derivate) koje
imaju devet ugljikovih atoma, ali se oni rijetko nalaze u biljkama u slobodnom obliku. Koli¢ina
hidroksibenzojevih kiselina u biljkama je mala, ali u pojedinom crvenom vodéu, crnoj rotkvi i
luku se nalazi u veéoj koli¢ini. Za razliku od hidroksibenzojevih kiselina, hidroksicimetne
kiseline kao Sto su p-kumarinska, kafeinska kiselina, feruli¢na kiselina i sinapinska kiselina se

koli¢inski vise nalaze u biljkama (Pandey i Rizvi, 2009).
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2.1.2 Flavonoidi

Flavonoidi su velika skupina polifenolnih spojeva. Struktura im se sastoji od difenilpropana
(C6-C3-C6). Mogu se podijeliti u Sest podgrupa, a to su flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni,
antocijanidini i flavanoli (Manach i sur., 2004). Pronadeno je vise od 4000 vrsta flavonoida, a

vecina daje boju cvjetovima, plodovima i liS¢u (Pandey i Rizvi, 2009).

2.1.3 Flavanoni

Flavanoni (Slika 3) pripadaju u skupinu flavonoida i u velikoj koli¢ini su prisutni u ljudskoj

prehrani u agrumima gdje ¢ine oko 95% ukupnih flavonoida (Chanet i sur., 2012).

Slika 3 Osnovna struktura flavanona

Flavanoni su najvise zastupljeni u agrumima kao sto su naranée, grejp, limun i limeta zbog ¢ega
se nazivaju jos i citroflavonoidima ili bioflavonoidima, a u manjim koli¢inama se mogu pronaci
u aromati¢nim biljkama kao $to su origano, paprena metvica, metvica i ruZmarin (Najamova i
sur., 2019). Zbog ucestale konzumacije agruma i sokova gdje se flavanoni nalaze u velikim
koli¢inama, ovi spojevi znacajno doprinose ukupnom dnevnom unosu flavonoida. Koli¢ina
flavanona u agrumima ovisi o pojedinim dijelovima vocéa. Pronadeno je da kora citrusa sadrzi
najvise flavanona, a manja kolic¢ina je u soku i pulpi (Chanet i sur., 2012). Flavanoni su pokazali
mnoga potencijalno pozitivna svojstva na zdravlje ljudi. Pokazalo se da su flavanoni bioloski

aktivni spojevi koji imaju ulogu u prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Chanet i sur., 2012).

Naringin (Slika 4) pripada skupini flavanona, a najvise je prisutan u citrusima. Naringin je

flavanon glikozid koji se sastoji se od Secera koji je vezan na polozaj C-7 (Ishii i sur., 1997).
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OH
CH,OH
o 0 O O

OH

OH OH

Slika 4 Kemijska struktura naringina (4',5,7-trihidroksiflavanon-7-ramnoglukozid)

Moze se pronadi u grejpu, narandi, limunu, limeti (Peterson i sur., 2006.; Silva i sur., 2014).
Naringin se nalazi u grejpu u koli¢ini od 17 mg naringina/100 g soka i grejpa (Peterson i sur.,
2006), u naranc¢ama 0,01-0,30 mg/100 g soka (Silva i sur., 2014), te u limunu 0,18 mg/100 g
soka i limuna (Peterson i sur., 2006). Pokazao je mnoga potencijalno pozitivha svojstva na
ljudsko zdravlje (Chanet i sur., 2012). Zbog potencijalno pozitivnih ucinaka flavanona, sve se

visSe istrazuje njihova bioraspolozivost (Najmanovd i sur., 2020.; Zou i sur., 2015).

2.2 BIOAKTIVNOSTI POLIFENOLA

Pronadene su mnoge potencijalno pozitivne bioaktivnosti polifenolnih spojeva kao $to su
smanjenje rizika od nastanka raka, dijabetesa, raznih infekcija i drugo (Camouse i sur., 2005;
Pandey i Rizvi, 2009). Bioaktivnosti polifenolnih spojeva nisu u potpunosti istrazene, a za
bioaktivnost polifenola u organizmu, bitna je njihova bioraspoloZivost koja se definira kao
koli¢ina probavljenih tvari koje postaju raspoloZive za apsorpciju u tankom crijevu i
biodostupnost koja se definira kao brzina i opseg u kojem se tvari apsorbiraju i postaju
dostupne na mjestu djelovanja u ljudskom organizmu (Parada i Aquilera, 2007). Polifenolni
spojevi mogu ulaziti u interakcije s prehrambenim vlaknima, a ova bioaktivnost polifenola nije

u potpunostiistrazena (Jakobek, 2015).

Pokazalo se da struktura flavanona moZze utjecati na njihovu bioraspolozZivost poput
glikozilacije flavanona koja povecava njihovu hidrofilnost i smanjuje bioraspoloZivost
(Najmanova i sur., 2020.). Takoder flavanoni se mogu razgraditi u razli¢itim dijelovima

probavnog trakta zbog razli¢ite pH vrijednosti te se mogu pronaci razli¢iti metaboliti (Slika 5)
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(Guoiisur., 2020.; Zou i sur., 2015). Stoga je vazno znati ¢imbenike kao $to je pH vrijednost koji

utjecu na bioraspoloZivost flavanona.

Naringin Naringenin

OH

HO
0

3-(4-hidroksifenil) propionska kiselina

Slika 5 Metaboliti naringina pronadeni u tankom crijevu (Guo i sur., 2020; Zou i sur., 2015)

2.2.1 Interakcije polifenola s prehrambenim vlaknima

Polifenoli su pokazali da mogu ulaziti u interakcije s prehrambenim vlaknima (Jakobek, 2015).
Bududi da se naringin nalazi u citrusnom vocu i sokovima, naringin moze stupiti u interakciju s
prehrambenim vlaknima kao Sto je zimosan A tijekom probave. S obzirom na to da su
prehrambena vlakna otporna na probavu i apsorpciju u tankom crijevu ¢ovjeka te djelomicno
ili potpuno fermentiraju u debelom crijevu, prehrambena vlakna mogu prenositi polifenole u
njihovom neizmijenjenom obliku do donjih dijelova probavnog trakta. Tamo se polifenoli
mogu osloboditi i pokazati svoje potencijalno pozitivhe ucinke. Interakcije polifenola i
prehrambenih vlakana mogu imati mnoge prednosti za gastrointestinalni sustav (Tang i sur,
2020). Na taj nacin moZe se sprijeCiti moguca razgradnja naringina i moZze se povecati
bioraspolozivost naringina. Potrebna su daljnja istraZzivanja o interakcijama polifenola i

prehrambenih vlakana.



2. Teorijski dio

Interakcija polifenola s prehrambenim vlaknima mogu biti nekovalentne hidrofobne
interakcije koje se ostvaruju preko benzenskog prstena, te vodikove veze ili van der Waalsove

interakcije izmedu OH-skupina polifenola i prehrambenog viakna (Slika 6) (Jakobek, 2015).

CH,OH = Van der Waalsove sile

o ©
OH
OH
O@

CH,

A - Zimosan A

Slika 6 Mogude interakcije naringina i zimosana A vodikovim i van der Waalsovim
interakcijama

Prehrambena vlakna mogu se podijeliti na topljiva i netopljiva vlakna kojima pripada i zimosan

A.

2.2.2 Zimosan A

Prehrambena vlakna se mogu podijeliti na netopljiva prehrambena vlakna kao Sto su celuloza,
hemiceluloza, lignin, Skrob, neskrobni polisaharid i arabinoksilan i na topljiva prehrambena
vlakna kao sto su inulin, pektin, 8-glukan, galaktomanan, glukomanan, polidekstroza, i drugi
(Quirds-Saucedaiisur., 2014). Prehrambena vlakna se mogu pronadi u Zitaricama (pSenica, riza,
je€am, zob, raz, pseudotzitarice), leguminozama (grozdasti grah, grah, slanutak, soja, leca,
lupine, klice, suhi grah, zeleni grah, grasak), u vo¢u (naranca, kivi, jabuka, citrusno voce i suhe

Sljive), te povrcu (rajcica, kupus, krumpir, mrkva) (Mudgil i Barak, 2019).

Zimosan A je netopljivo prehrambeno vlakno koje se nalazi u stijenkama kvasca
Saccharomyces cerevisiae, a struktura je prikazana na Slici 7. Budu¢i da je pokazao mnoga

potencijalno pozitiva svojstva, upotrebljava se kao funkcionalna hrana, te pojacivac¢ imuniteta.
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2. Teorijski dio

Zimosan A je pokazao da ima moguénost zastititi i prenositi lijekove, pomoéne tvari,

jednolanc¢anu DNA, te da moZe adsorbirati toksine (Miura i sur., 1999; Venkatachalam i sur.,

2020).
OH
HO 0
HO
oH 0
OH
HO 0
HO 0 HO
HO
OH o OH
o) OH
0
Ho o Ho” 0 HOQ o
H” 0 0
"””:; OH
OH OH n

OH

Slika 7 Kemijska struktura zimosana A iz kvasca

Interakcije izmedu zimosana A i naringina mogu se pratiti kroz proces adsorpcije.

2.3 ADSORPCUIA
Prema prirodi sila, postoje tri vrste adsorpcije :

1. fizikalna adsorpcija ili Van der Waalsova,
2. kemijska adsorpcija ili kemisorpcija i

3. elektri¢na adsorpcija.

Fizikalna adsorpcija je reverzibilna, pri ¢emu je zbog vezanja Van der Waalsovim silama
adsorpcijska veza slaba jer je adsorpcijska energija mala i ona ne prelazi 10 kcal/mol. Kemijska
adsorpcija je ireverzibilna, a adsorpcijska veza je ¢vrsc¢a, Sto znaci da joj je adsorpcijska
energija velika i doseZe vrijednosti do 150 kcal/mol. Fizikalna i kemijska adsorpcija provode
se kod plinova i otopina. Elektricna adsorpcija se javlja na elektrodama ili pozitivno ili

negativno nabijenim koloidima, a provode se samo kod otopina (Brdic¢ka, 1969).

U procesu adsorpcije sudjeluju adsorbens i adsorbat. Adsorbens je supstanca za Ciju je
povrSinu vezan adsorbat, a adsorbat ili adsorbirana faza je supstanca koja je vezana za

povrsinu adsorbensa.
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2. Teorijski dio

Proces adsorpcije odvija se kroz sljedeée korake:

4.

adsorbat se transportira kroz otopinu,

adsorbat prelazi preko tekuéeg filma koji okruzuje Cestice adsorbensa,

adsorbat prelazi preko pora cestice adsorbata i do unutarnjih stijenki pora
(unutarstani¢na difuzija) i

adsorpcija i desorpcija adsorbata (Plazinski i sur., 2009).

Na adsorpciju mogu utjecati razli¢iti faktori kao Sto su svojstva adsorbensa (poroznost,

povrsina, veli¢ina Cestica), svojstva adsorbata (struktura, topljivost u vodi, naboj molekule,

funkcionalne grupe, pKa vrijednost, masa i veli¢éina molekula), svojstva otopine (vrsta otapala,

pH, temperatura, ionska jakost, koncentracija otopljene tvari), interakcije izmedu cvrste i

tekuce faze, te vrsta eksperimenta (Soto i sur., 2011).
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3. Eksperimentalni dio

3.1 ZADATAK RADA

U ovom radu zadatak je bio provesti proces adsorpcije izmedu flavanona (naringin) i
prehrambenog vlakna (zimosana A). Kako bi se istraZio utjecaj otapala na sam proces
adsorpcije, adsorpcija je provedena u razli¢itim otapalima kao $to su:

-miliporna voda (pH=5,50),

-na pH 3,0,

-napH 7,0,

-u otopini elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i

-u otopini elektrolita za simuliranu probavu u tankom crijevu.

Adsorpcija je provedena i s razli¢itim pocetnim koncentracijama naringina i zimosana A kako

bi se istrazio utjecaj razlicitih koncentracija na proces adsorpcije.

Istrazen je i proces desorpcije izmedu naringina i zimosana A.

3.2 MATERUALI I METODE

3.2.1 Kemikalije

U ovom radu su koristeni standard flavanona (naringin) i prehrambeno vlakno (zimosana A)
proizvodaca Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) (zimosan A iz Saccharomyces cerevisiae), te
Acros Organics (naringin hidrat, > 97 %). Ostale kemikalije proizvedene su u Merck (Darmstadt,
Njemacka) (Folin-Ciocalteau reagens), Kemika (Zagreb, Hrvatska) (natrijev hidrogenfosfat
dodekahidrat, natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, amonijev karbonat, limunska kiselina
monohidrat, natrijev citrat), Gram-mol (Zagreb, Croatia) (natrijev karbonat, kalijev klorid,
kalijev dihidrogen fosfat, natrijev hidrogen fosfat, magnezijev klorid), Avantor (Arnhem,

Nizozemska) (klorovodi¢na kiselina (37%)), Carlo Erba Reagents (Francuska) (natrijev klorid).

3.2.2 Planistrazivanja

Plan istrazivanja prikazan je na Slici 8.
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3. Eksperimentalni dio

Naringin + zimosan A

N

ADSORPCLA DESORPCUA

/ U razli¢itim otapalima

-voda
Utjecaj razlicitih koncentracija -pH 3,0
N el -pH7,0

-1
200 mg L_l Utjecaj razliitih otapala -simulirana otopina ?eluca
300 mg L_l flavanona -voda -simulirana otopina tanko crijevo

ER -pH 7,0

200 me L -simulirana otopina Zeluca
300 mz L zimosan A -simulirana otopina tanko crijevo
400 mg L™

na37°C,3h

. kompleks flavanon-
— T zimosan A na filteru

— - Folin-Ciocalteu
metoda

OH / y

na37°c 3p  Vvoda, pH 3,0, pH 7,0, simulirane { | neadsorbirani flavanoni

otopine Zeluca i tankog crijeva

Adsorpcija Vakuum filtracija

Desorpcija
kompleks flavanon-zimosan A

na37°c 3h

voda, pH 3,0, pH 7,0, simulirane
otopine zeluca i tankog crijeva

Slika 8 Plan istrazivanja
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3. Eksperimentalni dio

3.2.3 Priprema standarda i uzoraka

Pripremljene su stock otopine standarda flavanona (naringin) u koncentraciji 1000 mg L™ u
metanolu. Za kalibracijsku krivulju koridtene su koncentraciji od 1, 10, 50, 100, 200, 500 mg “
! pripremljene iz stock otopine standarda naringina. Razrijedene otopine mjerene su
spektroskopskom Folin Ciocalteu metodom. Pufer pH 3 bio je citratni pufer (0,1 M), a pufer

pH 7 bio je fosfatni pufer (0,1 M).

Priprema simuliranih otopina Zeluca i tankog crijeva

Pripremljene su stock otopine elektrolita: 500 mmol L'* KCl, 500 mmol L'* KH2PO4, 1000 mmol
LY NaHCO3, 150 mmol L MgCl,, 500 mmol L™ (NH4)2C03, 2000 mmol L* NaCl. Simulirana
tekudina Zeludca i simulirana tekucina tankog crijeva pripremljene su mijeSanjem otopina
elektrolita, te je dodana voda millipore Cisto¢e na ukupan volumen od 100 mL, a pH vrijednost
je prilagodena s HCL. Otopina elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu pripremljena je s
konacénim koncentracijama elektrolita KCI (8,625 mmol L), KH2PO4 (1,125 mmol L), NaHCO3
(31,25 mmol L), MgCl, (0,15 mmol L), (NH4),COs (0,625 mmol L), NaCl (59 mmol L?). pH
otopine elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu je podesen na 3 s HCI (1 mol L). Konaéne
koncentracije elektrolita kod otopina elektrolita za simuliranu probavu u tankom crijevu bile
su 8,5 mmol L' KCl, 1 mmol L'* KH2PO4, 106,25 mmol L't NaHCOs, 0,4125 mmol L't MgCly, 48

mmol L™ NaCl. pH simulirane otopine tankog crijeva je pode$en na 7 s HCI (1 mol L).

3.2.4 Spektroskopska metoda za odredivanje ukupnih polifenola

Spektroskopska Folin-Ciocalteu metoda za ukupne polifenole koristena je za pradenje
standarda flavanona (naringin) tijekom procesa adsorpcije. U staklenu kivetu otpipetirano je
30 plL standarda flavanona, 2370 puL destilirane vode, 150 pL Folin-Ciocalteu reagensa te 450
UL otopine natrijevog karbonata (200 g L?). Otopina je promije$ana i stavljena u inkubator
(Memert, IN 30, Schwabach, Njemacka) na 40°C kroz 30 minuta. Nakon toga apsorbancija je
mjerena na spektrofotometru (Shimadzu, UV-1280, Zagreb, Hrvatska) na 765 nm prema
slijepoj probi. Slijepa proba je umjesto standarda sadrzavala destiliranu vodu. Standardi

naringina mjereni su tri puta (n=3).
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3. Eksperimentalni dio

3.2.5 Adsorpcija izmedu naringina i zimosana A

Proces adsorpcije proucavan je izmedu standarda flavanona (naringin) i prehrambenog vlakna
(zimosan A). Otopina za adsorpciju sastojala se od standarda naringina, zimosana A i razlicitih
otopina (voda, citratni pufer pH 3, fosfatni pufer pH 7, otopina elektrolita za simuliranu
probavu u Zeludcu, otopina elektrolita za simuliranu probavu u tankom crijevu). Standardi
naringina i zimosana A su direktno vagani u otopinu. Koncentracija naringina i zimosan A u
otopini bila je 200 mg L'1. Ukupan volumen otopine bio je 10 mL. Adsorpcija je provedena na
37 °C u inkubatoru (Memert, IN 30, Schwabach, Njemacka) 3 sata, a nakon toga otopine su
filtrirane kroz vakuum filtracijsku jedinicu kroz filtere (LLG membrane filteri MCE, 0.22 um).
Neadsorbirani naringin odreden je Folin Ciocalteu metodom. Kako bi se ispitao utjecaj
koncentracija naringina i zimosana A na proces adsorpcije, adsorpcija je provedena i sa 300 i

400 mg L' naringina i zimosana A.

Odredivanje adsorpcijskog kapaciteta

Adsorpcijski kapacitet (ge) (mg naringina adsorbirani po g zimosana A) odredeni su prema

formuli (1):

_ (Vo - ye) Vi
g = Lot w

gdje je:
7o — pocetna koncentracija naringina u procesu adsorpcije (mg L?),
ye — neadsorbirana koncentracija naringina nakon procesa adsorpcije (mg L?),
Vm — ukupan volumen otopine (L),

ma — masa zimosana A u otopini (g).

3.2.6 Desorpcija naringina sa zimosana A

Nakon procesa adsorpcije, otopina je profiltrirana kroz vakuum filtracijsku jedinicu kroz filtere
(LLG membrane filteri MCE, 0.22 um). Na filteru zaostao je kompleks naringin-zimosan A, a

kroz filter prosao je neadsorbirani naringin. Za proces desorpcije, kompleks naringin-zimosan
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3. Eksperimentalni dio

A prenesen je u 10 mL razli¢ite otopine (voda, citratni pufer pH 3, fosfatni pufer pH 7,
otopinama elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu, otopinama elektrolita za simuliranu
probavu u tankom crijevu). Otopine su ostavljene na desorpciji 3 h na 37 °C. Nakon toga,
otopine su profiltrirane kroz vakuum filtracijsku jedinicu kroz filtere (LLG membrane filteri
MCE, 0.22 um). Desorbirani naringin odreden je Folin Ciocalteu metodom. Odredeni su
postotak desorpcije prema formuli (2) i oporavak prema formuli (3) i desorpcijski kapacitet

prema formuli (4):

(Vd ’ Vm)
= =100 (9 2
b (Vo ' Vm) - (ye ' Vm) ! (A)) @)
_ (Ya " V) ] (3)
R = (]/O'—Vm) 100 (0/0)
-V
qd = ydma (4)

gdje je:
D — postotak desorpcije (%),
R — oporavak (%),

V4 — desorbirana koncentracija naringina u desorpcijskoj otopini (mg L),

Vm — ukupan volumen otopine (L),

Vo — pocetna koncentracija naringina u procesu adsorpcije (mg L) i

Ve — neadsorbirana koncentracija naringina nakon procesa adsorpcije (mg L?),
m, — masa zimosana A u otopini (g),

g4 — desorpcijski kapacitet (mg g2).

3.2.7 Statisticka obrada podataka

U obradi dobivenih podataka nakon procesa adsorpcije koristen je kompjutorski program MS

Excel (Microsoft Corporation, SAD). Za dobivanje jednadibe pravaca i pripadajucih
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3. Eksperimentalni dio

koeficijenata determinacije R? koritena je regresijska analiza. Proces adsorpcije proveden je

u dvije paralele, svaka paralela mjerena je tri puta s Folin Ciocalteu metodom (nukupno=6).
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4. Rezultati

4.1 ADSORPCIA NARINGINA NA ZIMOSAN A

4.1.1 Adsorpcijski kapaciteti naringina na zimosanu A

Tablica 1 Koli¢ina naringina adsorbirana po g zimosana A (ge, mg g?) u razli¢itim otapalima

ge
Otapalo

(mgg?)
voda 41310
pH 3,0 1978
pH 7,0 3020
otopina elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu 28518
otopina elektrolita za simuliranu probavu u tankom crijevu 196423

ge vrijednosti dobivene su u procesu adsorpcije s pofetnom koncentracijom naringina 200 mg L i
zimosana A 200 mg L?

S0 W 200 mg 1! naringin  [] 300 mg L naringin [l 400 mg L naringin

600 1

400

g. (mgg™)

200

200 300 400 mg L™ zimosan A

Slika 9 Adsorpcijski kapaciteti naringina na zimosan A u vodi pri razliitim pocetnim

koncentracijama naringina i zimosana A
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4. Rezultati

W 200 mg L naringin [] 300 mg L’ naringin [l 400 mg L' naringin
800 -

600 1

400 A

g.(mgg")

200

200 300 400 mg L' zimosan A

Slika 10 Adsorpcijski kapaciteti naringina na zimosan A na pH 3,0 pri razli¢itim pocetnim

koncentracijama naringina i zimosana A

B 200 mg L' naringin - [ 300 mg L™ naringin I 400 mg 1" naringin

800 1

600 i
R
e i
E 400 A -
=

200

0 1
200 300 400 mg L~ zimosan A

Slika 11 Adsorpcijski kapaciteti naringina na zimosan A pri pH 7,0 pri razliitim pocetnim

koncentracijama naringina i zimosana A
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4. Rezultati

500 H 200 mg L naringin [] 300 mg L' naringin [ 400 mg L naringin

-
1

800

Hi

200

200 300 400 mg L' zimosan A

Slika 12 Adsorpcijski kapaciteti naringina na zimosan A u otopini elektrolita za simuliranu

probavu u Zeludcu pri razli¢itim pocetnim koncentracijama naringina i zimosana A

B 200 mg L' naringin  [] 300 mg L naringin [ 400 mg L™ naringin
1000 -

800

i

600 1

H

400

g.(mg g)

200 A

200 300 400 mg L' zimosan A

Slika 13 Adsorpcijski kapaciteti naringina na zimosan A u otopini elektrolita za simuliranu

probavu u tankom crijevu pri razli¢itim poéetnim koncentracijama naringina i zimosana A
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4. Rezultati

4.1.2 Ovisnost pocetnog omjera naringina i zimosana A i adsorpcijskog
kapaciteta

A 200 mg L' 300 mg L' w400 mg L'zimosan A
1000 A

R%=0,7670

1

800

600

400 -

g.(mg g?)

200 -

0 1 1 1 1 I
0 0,5 1 1,5 2 2,5
g naringin/ g zimosan A

Slika 14 Ovisnost izmedu pocetnog omjera mase naringina i mase zimosana A (g naringina/g

zimosan A) u reakcijskoj otopini u vodi i adsorpcijskog kapaciteta (ge (mg g2))

A200mglL ®300mglL ®A400 mglzimosanA
1000 -~

800 - R2=0,6805
600 A

400 A

ge.(mg g?)

200

0 0,5 1 1,5 2 2,5

g naringin/ g zimosan A

Slika 15 Ovisnost izmedu pocetnog omjera mase naringina i mase zimosana A (g naringina/g

zimosan A) u reakcijskoj otopini pri pH 3,0 i adsorpcijskog kapaciteta (ge (mg g'))
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4. Rezultati

A 200 mg L' @300 mg L' ma00 mg L'zimosan A

1000 -
R’=0,9159

800 -
T 600 A &
£
= 400 ~ = u
S ¢

200 -

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 25

g naringin/ g zimosan A

Slika 16 Ovisnost izmedu pocetnog omjera mase naringina i mase zimosana A (g naringina/g

zimosan A) u reakcijskoj otopini pri pH 7,0 i adsorpcijskog kapaciteta (ge (mg g2))

A 200 mg L' e300 mg (' w400 mg L'zimosan A
1000 - .
R°=0,9349 A
800 -~

600 o

400 -

g.(mg g?)

200 -

0 T 1 1 I 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

g naringin/ g zimosan A

Slika 17 Ovisnost izmedu pocetnog omjera mase naringina i mase zimosana A (g naringina/g
zimosan A) u reakcijskoj otopini elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i adsorpcijskog

kapaciteta (ge (mg g))
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4. Rezultati

A 200 mg L' @300 mg L' w400 mg U'zimosan A
1000

R’=0,7805

800 -

o))

o

o
1

IS

o

o
1

ge(mg g?)

200 -

0 0,5 1 1,5 2 2,5
g naringin/ g zimosan A

Slika 18 Ovisnost izmedu pocetnog omjera mase naringina i mase zimosana A (g naringina/g
zimosan A) u reakcijskoj otopini elektrolita za simuliranu probavu u tankom crijevu i

adsorpcijskog kapaciteta (ge (mg g1))

4.2 DESORPCIJA NARINGENINA SA ZIMOSANA A

4.2.1 Desorpcijski kapaciteti naringenina sa zimosana A

200 (mg L) zimosan A 300 (mg L") zimosan A 400 (mg I') zimosan Ao

2000

- 80

- 60

1000

Oporavak (%)

- 40

Postotak desorpcije (%)

ukupni kapacitet (mg g™

]
o

g
400 mg L'lnaringin
M adsorbirano(mg g“ ) B desorbirano(mg g'1 )] neadsorbirano (mg g'l)

Postotak desorpeije (%) @ Oporavak (%)

Slika 19 Postotak desorpcije i oporavka za razliCite poCetne koncentracije naringina i

zimosana A pri procesu adsorpcije u vodi
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4. Rezultati

2000 1

200 (mg L") zimosan A~ 300 (mg L") zimosan A 400 (mg L") zimosan A

1000

ukupni kapacitet (mg g™")
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7 7 Pl w

2

400 200 300 400 200 300
M adsorbirano(mg g'l Yy desorbirano (mg ¢ )[] neadsorbirano (mg g'l)

[] Postotak desorpcije (%) @ Oporavak (%)

]
400

- 40

20

Postotak desorpcije (%)

Oporavak (%)

Slika 20 Postotak desorpcije i oporavka za razli¢ite po€etne koncentracije naringina i

200 (mg L']) zimosan A 300 (mg L'l)zimosan A 400 (mg L']) zimosan A

2000 -

-1

zimosana A pri procesu adsorpcije na pH 3,0

1000

ukupni kapacitet (mg g

200 300
M adsorbirano (mg g )l desorbirano(mg ¢') [ neadsorbirano(mg g ™)

7] Postotak desorpcije (%) @ Oporavak (%)

- 100

r 80

- 60

- 40

20

Postotak desorpcije (%)

Oporavak (%)

-1 ..
mg L naringin

400 200 300 400 200 300 400 mg L_lnaringin

Slika 21 Postotak desorpcije i oporavka za razliCite poCetne koncentracije naringina i

zimosana A pri procesu adsorpcije na pH 7,0
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4. Rezultati
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Slika 22 Postotak desorpcije i oporavka za razli¢ite po€etne koncentracije naringina i

zimosana A pri procesu adsorpcije u otopini elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu

200 (mg L'y zimosan A 300 (mg L) zimosan A 400 (mg L") zimosan A

2000 -
. - 100
- B

oy - 80 R
=TH] B’ .
£ - 60 g ﬁ
g 1000 2z
s ] < g,
< [
v - 40 2 &)
= = O & _© §
% , ; - 20

o

i ] @

. :

200 300 400 200 300 400 200 300 400 mg L'Inaringin
M adsorbirano(mg ¢ ) M desorbirano(mg ¢y neadsorbirano (mg g™')
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Slika 23 Postotak desorpcije i oporavka za razliCite poCetne koncentracije naringina i
zimosana A pri procesu adsorpcije u otopini elektrolita za simuliranu probavu u tankom

crijevu
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Naringin se mozZe naci u razli¢itim citrusima kao Sto je grejp (17 mg naringina/100 g soka i
grejpa) (Peterson i sur., 2006), naranca (0,01-0,30 mg/100 g soka) (Silva i sur., 2014), limun
(0,18 mg/100 g soka i limuna) (Peterson i sur., 2006) i drugo. Naringin je pokazao mnoga
potencijalno pozitivna svojstva na zdravlje ljudi (Guo i sur., 2020). Bududi da se nalazi u vocu i
sokovima, tijekom probave naringin moze doci u interakcije s prehrambenim vlaknima kao Sto
je zimosan A. Interakcije izmedu naringina i zimosana A mogu se pratiti preko procesa
adsorpcije. Pokazalo se da na sam proces utjecu razli¢iti parametri kao Sto je pH (Soto i sur.,

2011.).

Adsorpcija naringina na zimosanu A provedena je u razli¢itim otapalima (voda, pH 3,0, pH 7,0,
otopina elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu) s pocetnim
koncentracijama naringina i zimosana A od 200 mg L kako bi se istraZio utjecaj pH na
adsorpcijski kapacitet (Tablica 1). Bududéi da pH vrijednost probavnog trakta varira (nizi i kiseli
pH u Zelucu, visi i neutralni pH u tankom crijevu), pH treba uzeti u obzir kada se objasnjavaju
interakcije izmedu naringina i zimosana A. Otopine pH 3,0 i 7,0 odabrane su jer su to pH
vrijednosti pribliZne za gastrointestinalni trakt. Naringin je pokazao najveéi adsorpcijski
kapacitet u vodi, zatim na pH 7,0 te najmanji na pH 3,0. Usporedujuéi adsorpcijske kapacitete
naringina u otopinama elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu, naringin
je pokazao vedi kapacitet u otopini elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu (Tablica 1). Na
razlike u adsorpcijskim kapacitetima utjecala je pH vrijednost otopine. Pri razli¢itim pH

vrijednostima funkcionalne skupine mogu biti u protoniranom/deprotoniranom obliku.

Kako bi se objasnile razlike u adsorpcijskim kapacitetima, pKa vrijednost moze pomodi u
identificiranju kemijskog oblika naringina. Vrijednost pK; je negativni logaritam baze-10
konstante disocijacije kiseline. Pri razli¢itim pH vrijednostima funkcionalne skupine naringina
mogu biti u deprotoniranom/protoniranom obliku. Pri nizZim pH, funkcionalne skupine su u
protoniranim (neionskim) oblicima. Kako se pH povecava, omjer deprotoniranih/ protoniranih
funkcionalnih skupina raste. U nasem istraZivanju, proces adsorpcije je proveden na pH 3,0 i
7,0 gdje je naringin vjerojatno u protoniranom obliku (pKs 9,04). Protonirane OH skupine vazne
su za stvaranje vodikovih veza (Fang i sur., 2021). Moguce je da se naringin vezao za zimosan
A vodikovim vezama. PrijaSnja istraZivanja su pokazala da se polifenoli mogu vezati za
prehrambena vlakna nekovalentnim vezama kao Sto su vodikove veze i hidrofobne interakcije

(Gaoisur., 2012). Vodikove veze se mogu stvoriti izmedu OH skupina naringina i zimosana A
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(Slika 6), dok bi aromatski prsten na molekuli naringina mogao biti odgovoran za hidrofobne
interakcije. Stvaranje nekovalentnih interakcija, poput H-veza i hidrofobnih interakcija, u

skladu je i s drugim istrazivanjima (Jakobek i Mati¢, 2019; Liu i sur., 2020).

Kako bi se ispitao utjecaj poCetne koncentracije naringina i zimosana A na proces adsorpcije,
adsorpcija je provedena s vise koncentracija naringina i zimosana A (300 i 400 mg L), a
adsorpcijski kapaciteti prikazani su na Slikama 9 do 13. Adsorpcijski kapacitet naringina na
zimosan A u vodi iznosio je od 142 do 718 mg g* (Slika 9), na pH 3,0 od 16 do 518 mg g™ (Slika
10), na pH 7,0 od 14 do 780 mg g* (Slika 11), u otopini elektrolita za simuliranu probavu u
Zeludcu od 140 do 929 mg g (Slika 12), te u otopini elektrolita za simuliranu probavu u
tankom crijevu od 38 do 647 mg g (Slika 13). Buduci da adsorpcijski kapacitet ovisi o razli¢itim
faktorima (Soto i sur., 2011), tesko je rezultate usporedivati s literaturom. Pronadeno je da se
naringin adsorbirao na smolu u iznosu od 32 mg g (Xinyu i sur., 2006). U ovom radu
adsorpcijski kapacitet raste s pove¢anjem koncentracije naringina, a opada s povecanjem
koncentracije zimosana A, pa se moze zakljuciti da je proces adsorpcije ovisan o koncentraciji.
S poveéanjem pocetne mase naringina i zimosana A u reakcijskoj otopini raste i adsorpcijski
kapacitet, pri ¢€emu su dobiveni koeficijenti determinacije R? od 0,6805 do 0,9349 (Slike 14 do
18). Omjer pocetne mase naringina i zimosana A u reakcijskoj otopini proporcionalan je

adsorpcijskom kapacitetu (Slike 14 do 18).

U ovom radu istrazen je i proces desorpcije naringina sa zimosana A, a pri tome je odreden
postotak desorpcije (formula 2) i oporavak (formula 3), a rezultati su prikazani na Slikama 19
do 23. Postotak desorpcije u vodi iznosio je od 0 do 27% (Slika 19), a oporavak od 0 do 7%.
Kod pH 3 postotak desorpcije iznosio je od 0 do 50%, a oporavak od 3 do 37% (Slika 20). Kod
pH 7 postotak desorpcije iznosio je od 12 do 47%, a oporavak od 38 do 77% (Slika 21). Kod
otopine elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu postotak desorpcije bio je najmanji od svih
ispitivanih otopina (od 0 do 7%), kao i oporavak (0%) (Slika 22). Kod otopine elektrolita za
simuliranu probavu u tankom crijevu postotak desorpcije bio je najveci od svih ispitivanih
otopina (od 18 do 95%), dok je oporavak iznosio od 7 do 36% (Slika 23). Najveci postotak
desorpcije kod otopine elektrolita za simuliranu probavu u tankom crijevu moze se povezati
sa stabilnosti polifenola. Naime pokazalo se da razliciti faktori kao Sto je pH, temperatura,
koncentracija mogu utjecati na stabilnost polifenola pri cemu je moguce da dolazi do njihove

degradacije (Ananingsih i sur., 2013; Xu i sur., 2015) i posmedivanja (Shi i sur., 2016). Buduci
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da je najveci postotak desorpcije bio kod otopine elektrolita za simuliranu probavu u tankom

crijevu, moguce je da je adsorpcija naringina na zimosan A najnestabilnija u ovom otapalu.

Pokazalo se da se naringin i njegovi metaboliti najvise apsorbiraju u tankom crijevu (Guo i sur.,
2020). U ovom radu adsorpcijski kapacitet naringina bio je veéi na pH 7,0 a manji na pH 3,0,
dok je u otopinama za simuliranu probavu bio veéi u Zeludcu a manji u tankom crijevu. Takoder
najveci desorpcijski kapacitet bio je u otopini za simuliranu probavu u tankom crijevu. Tijekom
probave naringin se deglikozilira u naringenin pomodu hidrolitickih enzima epitela usne
Supljine i tankog crijeva. Nakon toga crijevne bakterije su klju¢ne za metabolizam naringenina
koji se biotransformira u 3-(4-hidroksifenil) propionsku kiselinu (Zou i sur., 2015). Pokazalo se
da je 3-(4-hidroksifenil) propionska kiselina glavni metabolit u mikrobnom enzimskom
metabolizmu (Slika 5) (Zou i sur., 2015). Prehrambeno viakno kao $to je zimosan A moze
prenositi naringin u svojem neizmijenjenom obliku do debelog crijeva gdje se naringin

oslobada, te u svojoj neizmijenjenoj formi moZe pokazati potencijalno pozitivne ucinke.

PrijaSnja istraZivanja pokazala su potencijalno pozitivne ucinke polifenola u debelom crijevu.
No pokazalo se da se polifenoli razgraduju u gornjim dijelovima probavnog trakta pa manja
koli¢ina polifenola dospijeva do debelog crijeva. Kako bi se povecala koli¢ina polifenola koja
dospijeva do debelog crijeva, jedna od nacina je interakcija polifenola s prehrambenim
vlaknima koja mogu zastiti polifenole i prenijeti ih u neizmijenjenom obliku do debelog crijeva.
Prednosti interakcija su sljedeée: polifenoli mogu u vecoj koli¢ini do¢i do debelog crijeva;
polifenoli mogu u debelom crijevu doéi u neizmijenjenom obliku; moZe se povedéati
biodostupnost polifenola; mogu se regulirati koli¢ine polifenola koje dospijevaju u debelo

crijevo (Tang i sur., 2020).

Bududi da postoji mogucénost da zimosan A mozZe stupiti u interakciju s naringinom i prenositi
ga kroz probavni trakt (Chen i sur., 2016), ove interakcije mogu naci primjenu u farmaceutskoj

industriji kao funkcionalni dodaci prehrani, te za poveéanje biodostupnosti naringina.

Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se dobilo viSe informacija o samim interakcijama.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

U ovom radu pokazalo se da se naringin adsorbirao na prehrambeno vlakno - zimosan
A u procesu adsorpcije. Na sam proces adsorpcije utjecao je pH otopine i
koncentracija naringina i zimosana A.

Nakon procesa adsorpcije, adsorpcijski kapacitet naringina bio je najveci u vodi, zatim
na pH 7,0 te najmanji na pH 3,0. Usporedujuéi adsorpcijske kapacitete naringina u
otopinama elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu, naringin je
pokazao vedi kapacitet u otopini elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu.

Na pH 3,0 i 7,0 naringin se vjerojatno nalazi u protoniranom obliku (pKs 9,04), a
protonirane OH skupine vazne su za stvaranje vodikovih veza. Vodikove veze se mogu
stvoriti izmedu OH skupina naringina i zimosana A, dok bi aromatski prsten na
molekuli naringina mogao biti odgovoran za hidrofobne interakcije.

S povecdanjem koncentracije naringina adsorpcijski kapacitet naringina je bio vedi, dok
je s povecanjem koncentracije zimosana adsorpcijski kapacitet opadao. Adsorpcijski
kapacitet naringina na zimosan A u vodi iznosio je od 142 do 718 mg g%, na pH 3,0 od
16 do 518 mg g%, na pH 7,0 od 14 do 780 mg g™, u otopini elektrolita za simuliranu
probavu u Zeludcu od 140 do 929 mg g%, te u otopini elektrolita za simuliranu probavu
u tankom crijevu od 38 do 647 mg g~

Proces adsorpcije naringina na zimosan A ovisio je o pH i o koncentraciji naringina i
zimosana A.

Postotak desorpcije u vodi iznosio je od 0 do 27%, a oporavak od 0 do 7%. Kod pH 3
postotak desorpcije iznosio je od 0 do 50%, a oporavak od 3 do 37%. Kod pH 7
postotak desorpcije iznosio je od 12 do 47%, a oporavak od 38 do 77%. Kod otopine
elektrolita za simuliranu probavu u Zeludcu postotak desorpcije bio je najmanji od
svih ispitivanih otopina (od 0 do 7%), kao i oporavak (0%). Kod otopine elektrolita za
simuliranu probavu u tankom crijevu postotak desorpcije bio je najveéi od svih
ispitivanih otopina (od 18 do 95%), dok je oporavak iznosio od 7 do 36%.

Interakcije naringina i zimosana A mogu nadi primjenu u farmaceutskoj industriji kao
funkcionalni dodaci prehrani, te za poveéanje biodostupnosti naringina. Daljnja

istrazivanja su potrebna kako bi se dobilo vise informacija o samim interakcijama.
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