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1. UVOD

Prirodni bioaktivni spojevi i1 zive stanice smatrani su obecavajuéim proizvodima
blagotvornima za ljudsko zdravlje. Medutim, konstantni izazov za njihovu uporabu je njihova
laka degradacija. Njihova stabilnost moze se poboljSati metodama mikroinkapsulacije, kojima
se aktivna tvar osjetljiva na vanjske uvjete ugraduje unutar zastitnog polimernog materijala.
Mikroinkapsulacija je vrlo raSirena metoda za oCuvanje i stabilizaciju funkcionalnih spojeva

za prehrambene, farmaceutske i kozmeticke primjene (Corréa-Filho i sur., 2019).

Stoga je poboljsanje fizikalno-kemijskih, funkcionalnih i otpustaju¢ih karakteristika
inkapsuiranih biopolimernih matriksa trenutno jedan od najopseZnije istrazivanih predmeta.
Takoder se nastoji proizvesti ekonomski isplative sustave za dovodenje raznih aktivnih

sastojaka na mjesto djelovanja (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2017).

Alginat, prirodni anionski polimer koji se dobiva pretezno iz smedih algi, zahvaljujuci
svojoj biokompatibilnosti, biorazgradivosti, dostupnosti i kemijskoj stabilnosti, nasao je svoju
primjenu u raznim podru¢jima. Na primjer, koristi se za maskiranje neugodnog okusa
odredenih spojeva, za ciljano dovodenje lijekova na mjesto djelovanja, lijeCenju rana,
tkivnom inzenjerstvu ili in vitro staniénim kulturama (BuSi¢ 1 sur., 2018). Procesi
mikroinkapsulacije s alginatom kao polimerom su jednostavni i provode se u blagim i
netoksi¢nim uvjetima, te ne zahtijevaju komplicirane uredaje, zbog cega je upravo alginat

Siroko koriSten za metode mikroinkapsulacije (Yim i sur., 2010).

Cilj ovog rada bio je analizirati i usporediti procese adsorpcije i desorpcije tri vrste
biomolekula s alginatnih mikrokapsula: proteina (albumin izoliran iz govedeg seruma, engl.
bovine serum albumin, BSA), ugljikohidrata (glukoza) i polifenola (galna kiselina kao
modelna molekula). Procesi adsorpcije 1 desorpcije zatim su opisani prikladnim

matemati¢kim modelima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALGINATI

Alginati su skupina polisaharida prirodno prisutnih u prirodi kao strukturne komponente
u smedim i nekim crvenim algama, te kapsularni polisaridi kod nekih bakterija (Draget, 2009;
Khotimchenko i sur., 2001). "Alginat" obi¢no podrazumijeva soli alginske kiseline ili njezine

derivate (Szekalska i sur., 2016).
2.1.1. Struktura i svojstva alginata

Alginati su linearni, nerazgranati polisaharidi gradeni od B-D-manuronske kiseline (M) i
njenog C-5 epimera, a-L-guluronske kiseline (G), povezanih 1,4 glikozidnom vezom. Ta dva
monomera rasporedena su u homopolimerne (GG, MM) i heteropolimerne (MG) blokove

(slika 1) (Draget, 2009; Khotimchenko i sur., 2001).
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Slika 1. Struktura alginata: a) monomeri; b) lancana konformacija; c) rasporedi

gradevnih blokova (prema Szekalska isur., 2016)



Ovisno o njihovom izvoru, alginati pokazuju veliku raznolikost u sastavu tj. M/G
omjeru, kao 1 u distribuciji M i G blokova unutar lanca, $to rezultira velikom raznoliko$¢u

njihovih bioloskih i fizikalnih karakteristika (Rinaudo, 2014; Draget, 2009).

I manuronska i glukuronska kiselina sadrze karboksilnu skupinu, §to u podrucju

neutralnog pH alginat ¢ini polianionom.

Komercijalno dostupni alginati imaju prosje¢nu molekulsku masu od oko 200 kDa, ali
dostupni su i do 500 kDa, a naj¢eS¢e dolaze u obliku natrijevog alginata (Puscaselu i sur.,

2020; Donati i Paoletti, 2009).

Najvaznija funkcionalna svojstva alginata su sposobnost ugu$éivanja i geliranja.
Hidrofilni su, u vodi bubre i povecavaju viskoznost otopine, a sposobni su apsorbirati i 200-
300 puta vecu koli¢inu vode u odnosu na svoju tezinu. Monovalentne soli i1 esteri alginske
kiseline dobro su topljivi u vodi, no sama alginska kiselina te njene divalentne soli nisu

(Puscaselu i sur., 2020; Khotimchenko i sur., 2001).

Primjena alginata u prehrambenoj industriji, biotehnologiji i biomedicini povezana je s
njegovom sposobnod¢u vezanja dvovalentnih kationa poput Ca®* i posljedi¢nog formiranja
hidrogela. Pokretacka sila za brzu formaciju gela je mnogo veéi afinitet alginata za Ca>" nego
za monovalentne katione poput Na’. Mehanizam geliranja se temelji na formiranju mreze u
kojoj Ca®" ioni drze polisaharidne lance na okupu, tako &to tvore kelate vezuéi se s
karboksilnim i hidroksilnim ostacima guluronatnih blokova (tzv. egg-box model, slika 2)

(Skjék-Braek i sur., 2015; Khotimchenko i sur., 2001).

Slika 2. Shema unakrsnog povezivanja alginata u prisustvu kalcijevih iona (e) u

kompleksu s L-guluronskim blokovima (Rinaudo, 2014)



Alginate je prvi zapoceo istrazivati britanski kemicar E.C.C. Stanford oko 1881.g, a
njihova industrijska proizvodnja je zapocela 1929. godine. (Draget, 2009; Khotimchenko 1
sur., 2001). Komercijalni alginati proizvode se iz jeftinih algalnih izvora, najceSce
Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum te algi iz roda Laminaria. Medutim, sve je
atraktivnija i bakterijska fermentativna proizvodnja, kojom se mogu dobiti alginati s veCom
kemijskom 1 fizikalnom definiranosti, a proizvode ih bakterije iz rodova Azotobacter i

Pseudomonas (Nagarajan i sur., 2016; Lee i Mooney, 2012).

2.1.2. Primjena alginata

Alginati su lako dostupni, ekoloski, relativno jeftini, a takoder i biokompatibilni,

biokompostabilni i netoksi¢ni, §to im omogucava vrlo Siroku primjenu.

Glavna podru¢ja primjene alginata su prehrambena industrija, tekstilna i papirna
industrija, kozmeticka i farmaceutska industrija. U prehrambenoj industriji, alginati se koriste
kao stabilizatori, sredstva za uguS¢ivanje ili geliranje, a u novije vrijeme 1 kao sastojak
ambalaze odnosno zaStitnih premaza. Primjenu su naSli i u obradi otpadnih voda, za
imobilizaciju nitrificiraju¢ih bakterija. Takoder, trziSna dostupnost biokompatibilnih alginata
visokog stupnja cCistoCe omogucila je sve veéi razvoj njihove primjene u farmaciji,
biomedicini i biotehnologiji. Primjeri takvih primjena su tretiranje rana, regeneracija tkiva,
imobilizacija stanica te razvoj terapijskih sustava s modificiranim oslobadanjem (Puscaselu 1

sur., 2020; Skjdk-Brak i sur., 2015; Rinaudo, 2014; Khotimchenko i sur., 2001).

Medutim, alginati imaju i svoja ogranicenja, poput slabe stabilnosti i niskog stupnja
pruzanja mehanicke barijere, nestabilnosti prilikom tretiranja toplinom ili inkompatibilnosti s
teSkim metalima. Ove osobine mogu se poboljSati kombiniranjem alginata s drugim

biopolimerima, poput proteinskih, ili sintetiCkim polimerima (Puscaselu i sur., 2020).

2.2. MIKROINKAPSULACIJA

Mikroinkapsulacija je proces pakiranja aktivne komponente (krute, tekuce ili plinovite)
unutar omotaca ili matriksa pri ¢emu se dobivaju mikrocestice. U mikrocestice se ubrajaju
mikrokapsule, mikrosfere i mikroemulzije, a raznolike su po veli¢ini, gradi i funkciji (Bodade

i Bodade, 2020; Grgi¢ i sur., 2020; Poshadri i Kuna, 2010).



U mikrokapsulama, aktivna tvar (jezgra) obavijena je zaStitnim polimerom (omotag ili
membrana). Inkapsulirani materijali mogu biti farmaceutici, proteini i peptidi, nutrijenti,
hlapljivi spojevi, boje i pigmenti, katalizatori, pesticidi i dr. Takoder, mogu se imobilizirati i
cijele bakterijske ili Zivotinjske stanice za primjenu u stani¢nom i tkivnom inZenjerstvu.
Polimerni nosa¢i mogu biti razni prirodni ili sintetski materijali. Za blagu i biokompatibilnu
inkapsulaciju koriste se najées¢e proteini poput kolagena i Zelatine, i polisaharidi poput agara,
kalcijevog alginata i karagenana (Bodade i Bodade, 2020; Amaral i sur., 2019; Singh 1 sur.,
2010).

Ovisno o primjeni, neki od razloga za mikroinkapsulaciju su sljede¢i (Ahirrao 1 sur.,

2014; Singh i sur., 2010):

e maskiranje neugodnih okusa i mirisa lijekova

e zaftita sastojaka od okolisnih uvjeta (svjetlosti, vlage, kisika ili topline)

e razdvajanje inkompatibilnih sastojaka

e smanjenje hlapljivosti ili higroskopnosti aktivnog sastojka

e smanjenje iritacije probavnog sustava prilikom primjene lijeka

e smanjenje opasnosti kod rukovanja toksi¢nim supstancama, npr. pesticidima
e postizanje odgodenog ili produzenog djelovanja aktivnog sastojka, odnosno

njegovog ciljanog dovodenja na mjesto djelovanja

2.2.1. Metode mikroinkapsulacije

Za proizvodnju mikrokapsula mogu se koristiti brojne kemijske (emulgiranje,
polimerizacija, liposomi), fizikalno-kemijske (koacervacija, sol-gel inkapsulacija) ili fizikalne
(liofilizacija, susenje raspr$ivanjem, kokristalizacija, ekstruzija) metode, a Ceste su i njihove

kombinacije.

Izbor metode ovisi o zadanim kriterijima za karakteristike mikrokapsula, ali i kriterijima
koje sama tehnika mora zadovoljiti da bi bila zastupljena u odredenoj industriji. Dok su uvjeti
za prehrambenu, agronomsku i kozmeti¢ku industriju obi¢no fokusirani na brzinu proizvodnje
i niske troskove, medicinski i biotehnoloski procesi imaju stroze kriterije (Bodade i Bodade,

2020; Demont i Marison, 2015).



Uporaba agresivnijih kemikalija ili poviéene temperature tijekom procesa ograniéava
Rjesenje ovog problema je uporaba tehnika koje se temelje na principu ionske gelacije
(polielektrolitske kompleksacije). lonska gelacija se temelji na interakciji kationa ili aniona s
ionskim polimerom koja rezultira formiranjem umrezene strukture, u jednostavnim i blagim
uvjetima. Na primjeru Ca-alginata, Ca>" ioni djeluju kao mostovi izmedu lanaca anionskog
polimera, formiraju¢i mrezu hidrogela, kao Sto je ve¢ opisano u proslom poglavlju. Ovo
svojstvo alginata omogucilo mu je Siroku uporabu kao polimera za mikroinkapsulaciju, u

prehrambenoj, farmaceutskoj i biotehnoloskoj primjeni (Ahirrao i sur., 2014).

Najjednostavnija metoda laboratorijske proizvodnje mikrokapsula je metoda
ekstruzijskog kapanja (slika 3). Otopina natrijevog alginata s dodatkom aktivne tvari propusta
se (ekstrudira) kroz mlaznicu, na otvoru mlaznice formira se kapljica koja pada nakon Sto
gravitacijska sila vise¢e kapi nadjaca povrSinsku napetost. Kapljice padaju u prihvatnu
otopinu koja sadrzi Ca*" ione, ¢ime odmah zapocinje proces ionske gelacije na povrini
kapljica, ¢ime se one skru¢uju. Umjesto ekstrudera, moze se primijeniti i obi¢na Sprica s
medicinskom iglom. Ovisno o promjeru igle, promjeri mikrokapsula dobiveni ovom metodom
krecu se izmedu 1 14 mm, Sto su relativno velike kuglice. Za postizanje sitnijih promjera, kao
1 za prijenos u vea mjerila, primjenjuju se sustavi s koaksijalnim protokom zraka,
vibriraju¢om mlaznicom, rezatem mlaza ili atomizacija rotiraju¢im diskom. Primjena alginata
u ovoj metodi za imobilizaciju stanica, organela i enzima je jako dobro proucena (Demont i

Marison, 2015; Vemmer i Patel, 2013).
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Slika 3. Shema procesa ionske gelacije alginata metodom kapanja (prema Paredes

Juarez i sur., 2014)



2.3. BSA (engl. bovine serum albumin)

Govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) je protein albumin
izoliran iz govedeg seruma. Sastoji se od jednog polipeptidnog lanca sa ukupno 583
aminokiselinska ostatka, molekulska masa mu je 66,5 kDa, a izoelektricna tocka 4,7, u vodi
pri temperaturi od 25 °C (slika 4) (Wikipedia, 2021a; Assadpour i Jafari, 2019; Zhang i sur.,
2006).

Slika 4. Prikaz molekule albumina iz govedeg seruma (BSA) (Majorek isur., 2012)

BSA je najzastupljeniji protein u plazmi goveda, a prisutan je i u sirutki. U tijelu
sisavaca je odgovoran za 99 % transporta slobodnih masnih kiselina. Njegova strukturna i
fizikalno-kemijska svojstva su vrlo dobro istraZzena i karakterizirana. Zbog svega navedenog,
kao 1 zbog njegove dobre topljivosti u vodi, ¢esto se koristi kao modelni protein u raznim

istrazivanjima (Assadpour iJafari, 2019; Xu i sur., 2019).

BSA se cesto koristi kao standard koncentracije proteina u laboratorijskim
eksperimentima (tzv. Bradfordov test proteina). Ima brojne biokemijske primjene, npr. u
ELISA testovima (enzimski povezani imunosorbentni test, engl. FEnzyme-Linked
Immunosorbent Assay) i imunoblot testovima. Budu¢i da je BSA malen, stabilan, umjereno

nereaktivan protein, Cesto se koristi kao blokator u imunohistokemiji.

Takoder, BSA se koristi kao hranjiva tvar u kulturama stanica i mikroorganizama.
Glavni je sastojak fetalnog govedeg seruma, uobicajenog medija za kulturu stanica, gdje ima
ulogu nosaca malih molekula. Veze vodu, soli, masne kiseline, vitamine i hormone te ih
prenosi izmedu stanica i tkiva. Zahvaljuju¢i svojem svojstvu velikog kapaciteta vezanja
liganada, albumini imaju Siroku klini¢ku, farmaceutsku i biokemijsku primjenu (Wikipedia,

2021a; Biowest, 2021, Majorek i sur., 2012).



BSA ima Siroku primjenu u sustavima ciljanog dovodenja djelatnih tvari lijekova na
mjesto djelovanja, zahvaljuju¢i niskoj cijeni i1 jednostavnosti priprave. Njegova struktura i
raznolikost aminokiselinskih ostataka omogucavaju vezanje lijekova i bioaktivnih tvari, ¢ime
se mogu posti¢i raznolike fizikalno-kemijske karakteristike. BSA je biorazgradiv,
biokompatibilan, netoksi¢an i neimunogenican. Kao i alginat, atraktivan je za ulogu matriksa

u nanocesticama (Assadpour i Jafari, 2019).

Postoji rastu¢a potreba za razvojem sustava kontroliranog dovodenja proteinskih i
peptidnih lijekova na mjesto djelovanja, zbog rastuc¢e vaznosti te skupine lijekova. Medutim,
postoje odredeni problemi vezani za njihovu primjenu, poput kratkog roka trajanja zbog
njihove enzimske razgradnje ili oteZzanog prolaza kroz bioloske barijere, zbog njihove
difuzivnosti i niskog koeficijenta particije. Iz tog razloga proucavane su razne mogucénosti
uklopljivanja proteinskih lijekova u biokompatibilne polimerne sustave za ciljani transport, a

najvise su koriStene metode mikroinkapsulacije (Nochos i sur., 2008).

2.4. GLUKOZA

Glukoza (CsHi206) je najrasprostranjeniji monosaharid u prirodi. Sastojak je voca
(grozda pretezito), meda, zivotinjskih tkiva, saharoze, te razli¢itih polisaharida (celuloza,
Skrob, glikogen, dekstran). Kao izomer prisutna je u krvi svih sisavaca.

Glukozu proizvode biljke i veéina algi procesom fotosinteze iz vode i1 ugljicnog
dioksida, koriste¢i energiju sunceve svjetlosti. U metabolizmu energije, glukoza je najvazniji

izvor energije u svim organizmima (Wikipedia, 2021b; Anonymus, 2021; Shendurse i
Khedkar, 2016).
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Slika 5. Haworth-ova projekcija molekule glukoze (a-D-glukopiranoza) (Ashenhurst,
2022)



S obzirom da sadrzi Sest atoma ugljika i aldehidnu skupinu, glukoza pripada skupini tzv.
aldoheksoza. Molekula glukoze, mase 180,156 Da, moze poprimati oblik otvorenog lanca, no
pretezito tvori ciklicki oblik (glukopiranoza, slika 5), koji je najstabilniji oblik za
aldoheksoze. Bioaktivni oblik glukoze, koji se javlja u prirodi, je D-glukoza (dekstroza), dok
se L-glukoza proizvodi sinteticki u razmjerno malim koli¢inama. Svi oblici glukoze su
bezbojni 1 lako se tope u vodi i octenoj kiselini, a slabo u etanolu i metanolu (Wikipedia,
2021b; Anonymus, 2021). Cista glukoza je pH neutralna tvar, te dodatkom u tekuéine ne
utjece na njihovu pH vrijednost (Gillespie, 2021).

Glukoza se komercijalno proizvodi od Skroba enzimskom hidrolizom. U proizvodnji
hrane glukoza se koristi kao zasladivac, ovlazivac ili za povecanje volumena, a glukozni sirup
koristi se u proizvodnji raznih slatkiSa. Takoder, razne organske kiseline mogu se
biotehnoloski proizvesti iz glukoze, na primjer fermentacijom pomocéu Clostridium
thermoaceticum dobiva se octena kiselina, a pomocéu Lactobacillus delbrueckii dobiva se

mlije¢na kiselina (Wikipedia, 2021b; Anonymus, 2021).

Unato¢ raSirenom interesu za alginatne biomaterijale, provedeno je relativno malo
studija o kontroliranom transportu malih molekula poput glukoze kroz alginatni matriks.
Takve informacije su bitne za dizajniranje alginatnih gelova za inkapsulaciju stanica i tkivno
inzenjerstvo. Sustav kontroliranog otpustanja aktivne tvari na bazi alginatnog gela moZze se
primijeniti za kontrolirano dovodenje glukoze kod dijabetickih pacijenata ili atletiCara

(McEntee i sur., 2008).

2.5. GALNA KISELINA

Fenolni spojevi predstavljaju jednu od najvecih skupina prirodnih spojeva te posjeduju
Sirok raspon bioloskih aktivnosti, povezan s njhovom strukturalnom raznolikosti. Neki
primjeri takvih aktivnosti su antioksidativna, protuupalna, antialergijska, antimikrobna,
antiviralna, antikancerogena, antimutagena, kardioprotektivna, neuroprotektivna i

antidijabeticka.

Prehrambeni fenolni spojevi se dnevno konzumiraju kroz razno voce (citrusi, grozde,
bobicasto voce), povrée (brokula, kupus, luk) i pi¢a (kava, ¢aj, vino). Odgovorni su za razna

svojstva odredene hrane, poput okusa, mirisa, boje i adstrigentnosti (Grgi¢ i sur., 2020).



Postoje mnoge klasifikacije fenolnih spojeva, s obzirom na visoku strukturalnu
raznolikost, ali zajedni¢ko svim skupinama je da imaju barem jedan aromati¢ni prsten, s

jednom ili viSe hidroksilnih grupa.

Fenolne kiseline sadrze jedan aromatski prsten i najmanje jednu karboksilnu skupinu, a
mogu se razvrstati u derivate benzojeve kiseline, s C6-C1 strukturom, kamo spada i galna
kiselina, 1 derivate cinaminske kiseline s C6-C3 strukturom. Pojavljuju se u biljkama, kao
esteri ili glikozidi konjugirani s drugim prirodnim spojevima, ili u manjoj mjeri u obliku

slobodne kiseline (Grgic i sur., 2020).

Medu fenolnim spojevima, galna kiselina je najvise istraZena, karakterizirana i koristi se
kao standard u Folin—Ciocalteau testu za odredivanje ukupnih fenolnih spojeva (Vallejo-

Castillo i sur., 2020).
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Slika 6. Kemijska struktura galne kiseline (Daglia i sur., 2014)

Galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) je fenolni spoj dosta prisutan u
vocu, crvenom vinu, zelenom ¢aju i mnogim drugim biljnim izvorima. Moze se ekstrahirati 1
iz nekih tvrdih drveta, poput hrasta, ili ljekovitog bilja. Kristali galne kiseline su
7uckastobijele boje, a molekularna masa je 170,12 gmol™ (Grgié i sur., 2020; Zhang i sur.,

2013; Verma i sur., 2013).

Galna kiselina 1 njeni derivati privukli su paznju zbog raznih moguénosti iskoristavanja
njihovog antioksidativnog, ali i prooksidativhog djelovanja. Njihovo S$iroko polje
bioaktivnosti obuhvaéa antitumorsko, antimikrobno, antidijabeticko, antikolesterolsko,

hepatoprotektivno i antidepresivno djelovanje (Singh i sur., 2018; Badhani i sur., 2015).

Medutim, galna kiselina posjeduje snaznu adstrigentnost i neugodan okus, te visoku
osjetljivost na pH, temperaturu, svjetlo i1 kisik. Takoder, u vodenim otopinama tezi
autooksidiranju u dimernu ili oligomernu strukturu. Stoga, kako bi se rijeSio problem

neugodnog okusa i sprijecila autooksidacija, potreban je odgovarajuéi sustav dovodenja na
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mjesto djelovanja. Mikroinkapsulacija je obecavajuéa tehnika za tu svrhu, kao i za
bioraspolozivost aktivnog spoja, jer osigurava kontroliranu opskrbu i otpustanje aktivnog
spoja na ciljanom mjestu, gdje je omogucena njegova najbolja apsorpcija i prijenos u ciljana
tkiva. Mikro- i nanocCestice kao sustavi dovodenja aktivne tvari na ciljano mjesto nalaze sve
veéu primjenu u farmaceutskoj industriji (Essifi i sur., 2020; Grgi¢ i sur., 2020; Li i sur.,

2016).

2.6. PROCESI ADSORPCIJE I DESORPCIJE TVARI S ALGINATNIH
MIKROKAPSULA

Pojam 'sorpcija’ odnosi se na vezanje tvari (sorbata) na povrSinu sorbensa, stvarajuéi
interakciju koja moze biti fizikalna, kemijska ili elektrostatska. Adsorpcija na granici ¢vrste 1
tekuce faze je vrlo kompleksne prirode, jer je ta grani¢na povrSina prekrivena molekulama
otapala, koje mogu biti ¢vrsto adsorbirane i prvo se moraju otpustiti da bi adsorbat mogao

doseci povrsinu (Sahoo i Prelot, 2020).

Procesi adsorpcije i desorpcije su vazni za heterogene sustave i stoga dosta istrazivani.
To su procesi u ovisnosti o vremenu, te je nuzno znati brzine adsorpcije 1 desorpcije, radi
dizajna i procjene adsorbensa. Stoga je vazno prouciti kinetiku adsorpcije i desorpcije te
odrediti njihove fenomenoloSke koeficijente koji karakteriziraju transport sorbata unutar

sorbensa (Azizian, 2004).

Uporaba kinetickih modela daje nam uvid u u¢inkovitost adsorbensa, brzinu uklanjanja
adsorbata iz otopine i vjerojatni termodinamicki profil adsorpcijskog sustava (Unuabonah i

sur., 2019).

Za razumijevanje karakteristika adsorpcijskog procesa, pretezno se koriste modeli
kinetike pseudoprvog reda, pseudodrugog reda i Elovich. Za opis mehanizma unutarcesticne
difuzije adsorbata dizajniran je Webber-Morris model (Sahoo i Prelot, 2020; Sharma 1 sur.,
2017).

Od mnogih kinetickih modela za procese desorpcije, neki od glavnih su model kinetike
nultog reda, model kinetike prvog reda, Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson—Crowell,
Baker—Lonsdale, Weibull, Hopfenberg i Gompertz (Bruschi, 2015).

Adsorpcija je jedno od najboljih rjesenja za uklanjanje boja i drugih kontaminanata

(npr. fenola, metalnih iona, gnojiva) iz otpadnih voda, zahvaljuju¢i svojoj ekonomi¢nosti.
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Adsorpcija pomoc¢u nanocestica hidrogelova je pridonijela vaznosti ovog polja, jer se ovakve
nanocCestice koriste za brojne primjene, poput dovodenja lijekova na mjesto djelovanja

(Sharma 1 sur., 2017).

Jedan od ve¢ih izazova za prehrambenu industriju je razvoj uc€inkovitih sustava za

kontrolirano otpustanje inkapsuliranih aktivnih spojeva (Corréa-Filho i sur., 2019).

Kako bi se dizajnirao sustav s kontroliranim, predodredenim profilom otpustanja
aktivne tvari, nuzno je znati to¢ne mehanizme prijenosa mase, te kvantitativno predvidjeti
rezultirajuu kinetiku otpustanja. Matematicki modeli su vazan alat za dizajn farmaceutskih
formulacija, procjenu procesa otpustanja lijekova in vitro 1 in vivo i, opCenito, optimiranje

dizajna za nove sustave (Bruschi, 2015).

Zbog svega navedenog, provodena su mnoga istrazivanja procesa adsorpcije i
desorpcije aktivnih tvari na mikrokapsule. Geetha i sur. (2015) su istrazivali potencijal
alginatnih nanocestica za uklanjanje boje (Malachite green) iz vode tehnikom Sarzne
adsorpcije. Ispitivani su utjecaji pH, pocetne koncentracije boje, vremena kontakta,

temperature i doze adsorbensa na uspjesnost adsorpcije.

Nochos 1 sur. (2008) istrazivali su kinetiku otpuStanja proteina s alginatnih
mikrokapsula razli¢itog sastava tj. koncentracije alginata i omjera Na-alginata i HPMC

(hidroksipropil metil celuloze).

Busi¢ 1 sur. (2018) su ispitivali utjecaj sastava alginatnih mikrokapsula kombiniranih s

filerima (kakao i rogac¢) na uspjesnost inkapsulacije i desorpciju fenolnih spojeva iz maslacka.

Benkovi¢ 1 sur. (2021) analizirali su procese adsorpcije i desorpcije bioaktivnih spojeva iz

biljaka na alginatnim mikrocesticama.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U eksperimentalnom dijelu ovog rada za izradu mikropkapsula koristeni su:

natrijev alginat (Fisher Scientific, Bishop Meadow Road, Loughborough)
kalcijev klorid (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

BSA protein (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

Glukoza (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

galna kiselina 98 % (Acros Organics, Geel, Belgija)

3.1.1. Reagensi i otapala

Za potrebe eksperimenta koristeni su sljedeci reagensi i otapala:
Coomasie Brilliant Blue G250 (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)
Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Kalcijev klorid bezvodni (CaCl,) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
Natrijev karbonat (Na,COs3) (Gram Mol, Zagreb, Hrvatska)
etanol, (J.T.Baker, Deventer, Nizozemska)
Glukoza PAP test (Dijagnostika d.o.o., Sisak Hrvatska)
Fosforna kiselina H;PO4 (85 %) (Carlo Erba, Emmendingen, Njemacka)

Destilirana voda

3.1.2. Aparatura i pribor
Pribor:
staklene epruvete
plasti¢ne epruvete, 2 mL
stalci za epruvete
staklene laboratorijske ¢ase
staklene pipete
mikropipete
celulozni filter papir
menzure
stakleni lijevak

stakleni Stapici
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= laboratorijska boca

= Spatule

= Sprice

= igle za Sprice

= cjedilo

= kivete za spektrofotometar
= odmjerne tikvice

= Stoperica

= skalpel

Aparatura:
= UV-VIS spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska)
= analiticka vaga Sartorius TE214-SOCE, (Sartorius, Goettingen, Njemacka)
= Stapni mikser (Superior XB955F, Guangdong Xinbao Electric, Foshan, China)
= vorteks (Biosan Vortex V1 Plus, Riga, Latvija)
= Magnetna mijesalica (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika Britanija)
= Mikroskop s kamerom (Motic B series, Motic Europe, Barcelona, Spanjolska)
= Uljna kupelj (IKA HBR 4 digital, IKA-Werk, Staufen, Njemacka)

= Ultrazvucna kupelj (Velleman, Gavere, Belgija)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema alginatnih mikrokapsula
3.2.1.1. Postupak pripreme praznih alginatnih mikrokapsula

Pripremi se 150 mL 2 % (w/v) otopine natrijeva alginata u destiliranoj vodi te se
izmijeSa Stapnim mikserom kako bi se osigurala dobra homogenizacija. Nakon mijeSanja,
kako bi se uklonili mjehuriéi, otopina se stavlja u ultrazvu¢nu kupelj ili se stavlja u hladnjak
preko no¢i. Zatim se pripremi i 2 % (w/v) prihvatna otopina CaCl,. Kad su mjehuri¢i
otklonjeni, otopina alginata se unosi u Spricu, na Spricu se stavlja medicinska igla te se ru¢no
istiskuju kuglice alginata u prihvatnu otopinu CaCl,. Pritom je potrebno paziti da je udaljenost

vrha igle od povrSine prihvatne otopine ista za svaku Sarzu te da se kuglice istiskuju

.....
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Nakon zavrSetka pripreme, mikrokapsule se ostavljaju u otopini CaCl, preko no¢i kako bi se
stabilizirale. Nakon toga se profiltriraju i temeljito isperu destiliranom vodom kako bi se
uklonili ostaci kalcijevih iona s povrSine mikrokapsula. Nakon ispiranja kapsule se procijede i

skladiSte u hladnjaku na 4 — 6 °C.

3.2.1.2. Postupak pripreme alginatnih mikrokapsula s aktivnim tvarima
3.2.1.2.1. Priprema alginatnih mikrokapsula koje sadrze protein

Pripremi se 75 mL otopine alginata (2 % w/v) i BSA (0,5 % w/v) u destiliranoj vodi.
IzmijeSa se Stapnim mikserom kako bi se osigurala dobra homogenizacija. Nakon mijeSanja
otopina se stavlja u ultrazvu¢nu kupelj da se uklone mjehuri¢i ili se stavlja u hladnjak preko
no¢i. U meduvremenu se priprema 2 % (w/v) prihvatna otopina CaCl, u 0,5 % (w/v) otopini

BSA.

Nakon §to su uklonjeni mjehuriéi, otopina BSA-alginata unosi se u Spricu, na Spricu se
stavlja medicinska igla te se ruc¢no istiskuju kuglice BSA-alginata u prihvatnu otopinu BSA-
CaCl,. Pritom je potrebno paziti da je udaljenost vrha igle od povrSine prihvatne otopine ista

za svaku Sarzu te da se kuglice istiskuju ujedna¢enom brzinom kako bi se dobile kuglice $to

.....

Nakon zavrSetka pripreme, mikrokapsule se ostavljaju u otopini BSA-CaCl, preko no¢i
kako bi se stabilizirale. Nakon toga se profiltriraju i temeljito isperu 0,5 % (w/v) otopinom
BSA kako bi se uklonili ostaci kalcijevih iona s povrSine mikrokapsula. Nakon ispiranja

kapsule se procijede i skladiste u hladnjaku na 4 — 6 °C.

3.2.1.2.2. Priprema alginatnih mikrokapsula koje sadrze glukozu

Pripremi se 75 mL otopine alginata (2% w/v) 1 glukoze (0,5 % w/v) u destiliranoj vodi.
IzmijeSa se Stapnim mikserom radi dobre homogenizacije. Nakon mije$anja otopina se stavlja
u ultrazvuénu kupelj da se uklone mjehuri¢i ili se stavlja u hladnjak preko noé¢i. U

meduvremenu se priprema 2 % (w/v) prihvatna otopina CaCl, u 0,5 % (w/v) otopini glukoze.

Nakon §to su uklonjeni mjehuriéi, otopina Glc-alginata prebacuje se u Spricu, na Spricu
se stavlja medicinska igla te se ru¢no istiskuju kuglice Glc-alginata u prihvatnu otopinu Glc-
CaCl,. Pritom je potrebno paziti da je udaljenost vrha igle od povrSine prihvatne otopine ista

za svaku Sarzu te da se kuglice istiskuju ujednacenom brzinom kako bi se dobile kuglice ¢im

.....
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Nakon zavrSetka pripreme, mikrokapsule se ostavljaju u otopini Glc-CaCl, preko noci
kako bi se stabilizirale. Nakon toga se profiltriraju i temeljito isperu 0,5 % (w/v) otopinom
glukoze kako bi se uklonili ostaci kalcijevih iona s povrSine mikrokapsula. Nakon ispiranja

kapsule se procijede i skladiste u hladnjaku na 4 — 6 °C.

3.2.1.2.3. Priprema alginatnih mikrokapsula koje sadrze galnu kiselinu

Pripremi se otopina alginata (2% w/v) 1 galne kiseline (0,5 % w/v, y=5 g/L) u
destiliranoj vodi. Izmijesa se Stapnim mikserom radi dobre homogenizacije. Nakon mijeSanja
otopina se stavlja u ultrazvucnu kupelj ili u hladnjak preko no¢i, radi uklanjanja mjehuri¢a. U
meduvremenu se pripremi 2 % (w/v) prihvatna otopina CaCl, u 0,5 % (w/v) otopini galne

kiseline (engl. gallic acid, GA) u destiliranoj vodi.

Nakon $to su uklonjeni mjehuri¢i, otopina GA-alginata unosi se u $pricu, na Spricu se
stavlja medicinska igla te se ru¢no istiskuju kuglice GA-alginata u prihvatnu otopinu GA-
CaCl,. Pritom je potrebno paziti da je udaljenost vrha igle od povrSine prihvatne otopine ista

za svaku Sarzu te da se kuglice istiskuju ujednacenom brzinom kako bi se dobile kuglice ¢im

.....

Nakon zavrSetka pripreme, mikrokapsule se ostavljaju u otopini GA-CaCl, preko noci
kako bi se stabilizirale. Nakon toga se profiltriraju i temeljito isperu 0,5 % (w/v) otopinom
GA kako bi se uklonili ostaci kalcijevih iona s povr§ine mikrokapsula. Nakon ispiranja

kapsule se procijede i skladiste u hladnjaku na 4 — 6 °C.

3.2.2. Mikroskopska analiza mikrokapsula

Sve wvrste pripremljenih mikrokapsula mikroskopirane su pomocu svjetlosnog
mikroskopa Motic B series s kamerom Moticam 3 (Moticam, Barcelona, Spanjolska) pod

povecanjem 40x. Analiziran je izgled povrSine i presjek svih uzoraka mikrokapsula.

3.2.3. Adsorpcija aktivnih tvari na alginatne mikrokapsule
3.2.3.1. Adsorpcija proteina na mikrokapsule

Prije provodenja adsorpcijskog pokusa potrebno je pripremiti 120 mL 0,5 % (w/v)
otopine proteina u destiliranoj vodi, te tako pripremljenu otopinu staviti na temperiranje na 30

°C u uljnu kupelj, uz konstantno mijesanje (200 rpm). Kad se otopina proteina temperira,
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izbroji se 1000 praznih mikrokapsula koje se dodaju u temperiranu otopinu proteina. U
trenutku dodavanja kuglica u otopinu proteina pokrene se Stoperica i zapo€inje adsorpcijski
pokus. Uzorci (V=800 puL) se uzimaju iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 1, 2,

3,4,5,6,8, 10, 20, 30, 60 i 120 minuta.

3.2.3.2. Adsorpcija glukoze na mikrokapsule

Potrebno je pripremiti 120 mL otopine glukoze u destiliranoj vodi (y=100 mgL™), te
tako pripremljenu otopinu staviti na temperiranje na 30 °C u uljnu kupelj, uz konstantno
mijesanje (200 rpm). Kad se otopina glukoze temperira, izbroji se 1000 praznih mikrokapsula
koje se dodaju u temperiranu otopinu glukoze. U trenutku dodavanja kuglica u otopinu
glukoze pokrene se Stoperica i zapocinje adsorpcijski pokus. Uzorci (V=800 pL) se uzimaju
iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 i 90

minuta.
3.2.3.3. Adsorpcija galne kiseline na mikrokapsule

Prije provodenja adsorpcijskog pokusa potrebno je pripremiti 120 mL otopine galne
kiseline u destiliranoj vodi (y=5 gL™), te tako pripremljenu otopinu staviti na temperiranje na
30 °C u uljnu kupelj, uz konstantno mijesanje (200 rpm). Kad se otopina galne kiseline
temperira, izbroji se 1000 praznih mikrokapsula koje se dodaju u temperiranu otopinu galne
kiseline. U trenutku dodavanja kuglica u otopinu galne kiseline pokrene se Stoperica i
zapocinje adsorpcijski pokus. Uzorci (V=800 upL) se uzimaju iz reakcijske smjese u

vremenskim intervalima 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120 i 180 minuta.

3.2.4. Odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu

Koncentracija proteina u uzorcima odreduje se spektrofotometrijski (A=595 nm) po
Bradfordu. Bradfordov reagens priprema se mijeSanjem 100 mg Coomasie Brilliant Blue

(G250 reagensa sa 50 mL etanola, 100 mL H3sPOy4 (85 %) 1 850 mL destilirane vode.

Nakon §to se izmjeri apsorbancija plasti¢nih kiveta sa destiliranom vodom pri A=595
nm, iz kiveta se izlijeva voda te se dodaje reakcijska smjesa koja sadrzi 500 pL Bradfordovog
reagensa 1 500 pL uzorka odgovarajuceg razrjedenja. Smjesa se vorteksira i ostavi da stoji 10

minuta nakon ¢ega se ocita apsorbancija pri 595 nm.

Prije odredivanja koncentracije proteina u uzorcima, potrebno je izraditi bazdarni

dijagram (slika 7) sa sljede¢im koncentracijama BSA standarda: 0, 1, 5, 10, 15120 mg L. Za
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pripremu standardnih otopina BSA najprije se priprema stock otopina BSA koncentracije 1
mg mL™ &ija se apsorbancija provjerava na 280 nm (mora biti oko 0,66). Nakon toga stock
otopina se razrjeduje 10 puta kako bi se dobila otopina koncentracije 0,1 mg mL™ iz koje se

dalje pripremaju razrjedenja.
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Slika 7. Bazdarni dijagram po Bradfordu, za odredivanje koncentracije BSA

Iz bazdarnog dijagrama je vidljivo da je jednadzba pravca:

y=0,0179x + 0,0087 [1]
priemu je
x-koncentracija otopine BSA (mg L'l)

y-izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 595 nm

3.2.5. Odredivanje koncentracije glukoze u otopini primjenom glukoza-PAP testa

Glukoza-PAP test provodi se prema proceduri opisanoj u uputama originalno
zapakiranog testa. Koncentracija se mjeri spektrofotometrijski pri A=500 nm u plasti¢nim
kivetama od 1 cm’. Za mjerenje koncentracije koristi se PAP otopina koja se priprema
otapanjem sadrzaja bocice u 250 mL destilirane vode. Najprije je potrebno izmjeriti i

zabiljeziti apsorbanciju praznih plasti¢nih kiveta na A=500 nm. Nakon §to je izmjerena
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apsorbancija praznih kiveta, direktno u kivete se dodaje 1 mL PAP otopine i 10 pL uzorka,

vorteksira se 1 izmjeri apsorbancija pri 500 nm nakon 30 min stajanja na sobnoj temperaturi.

Takoder je potrebno izraditi i bazdarni pravac (slika 8), koriStenjem razli¢itih

koncentracija standardne otopine glukoze dostupne u kutiji sa testom (otopina 5,4 gL’

razrjeduje se 2, 5, 10, 50 i 100 puta). Linearnost Glc-PAP je do 40 mmolL™, te treba pripaziti

da se uzorci razrijede do koncentracije koja ulazi u raspon linearnosti bazdarnog dijagrama.
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Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji za glukozu

Iz bazdarnog dijagrama je vidljivo da je jednadzba pravca:

y=0,2579x — 0,0074

gdje je

x-koncentracija otopine glukoze (mg L™)

y-izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 500 nm

3.2.6. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva (TPC)

Ukupan sadrzaj fenolnih spojeva (engl.

[2]

Total Phenolic Content, TPC) odnosno

koncentracija galne kiseline kao modelne molekule, utvrduje se spektrofotometrijski

upotrebom Folin-Ciocalteu reagensa.
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U epruvetu se otpipetira 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL Folin-Ciocalteu
reagensa i 1,5 mL 20 %-tne otopine Na,COs. Nakon dodatka 20 %-tne otopine Na,CO;
pokrece se reakcija te se uzorci ostave 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon cega se mjeri
apsorbancija razvijenog plavog obojenja spektrofotometrijski na 765 nm. Osim uzoraka
priprema se 1 slijepa proba, na isti nacin kao i reakcijska smjesa za uzorke samo $to umjesto
uzorka sadrzi 100 pL destilirane vode. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a

kao rezultat se uzima srednja vrijednost.

Udio ukupnih polifenola racuna se na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca (slika 8)
galne kiseline (0, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 400 i 500 mg/L), a rezultati se izrazavaju kao mg
ekvivalenata galne kiseline (GAE)L™ ili g uzorka.
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Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji za galnu kiselinu

1z bazdarnog dijagrama je vidljivo da je jednadzba pravca:

y=0,001x [3]
Pri ¢emu je:
y=razlika apsorbancije uzorka i slijepe probe pri 765 nm

x=ekvivalent galne kiseline (mg L™)
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3.2.7. Desorpcija (otpustanje) aktivnih tvari s alginatnih mikrokapsula
3.2.7.1. Desorpcija proteina s mikrokapsula

Izbroji se 1000 BSA-alginat kuglica koje se zatim dodaju u 120 mL destilirane vode
prethodno temperirane na 30 °C u uljnoj kupelji pri 200 rpm. U trenutku dodavanja kuglica u
destiliranu vodu pokrene se Stoperica i zapocinje desorpcijski pokus. Uzorci (V=800 pL) se
uzimaju iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 180,
240 i1 300 minuta. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima provodi se po gore

opisanom protokolu (Bradford).
3.2.7.2. Desorpcija glukoze s mikrokapsula

Izbroji se 1000 Glc-alginat kuglica koje se zatim dodaju u 120 mL destilirane vode
prethodno temperirane na 30 °C u uljnoj kupelji pri 200 rpm. U trenutku dodavanja kuglica u
destiliranu vodu pokrene se Stoperica i zapocinje desorpcijski pokus. Uzorci (V=800 pL) se
uzimaju iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50,
60 1 90 minuta. Odredivanje koncentracije glukoze u uzorcima provodi se po gore opisanom

protokolu (glukoza PAP-test).
3.2.7.3. Desorpcija galne kiseline s mikrokapsula

Izbroji se 1000 GA-alginat kuglica koje se zatim dodaju u 120 mL destilirane vode
prethodno temperirane na 30 °C u uljnoj kupelji pri 200 rpm. U trenutku dodavanja kuglica u
destiliranu vodu pokrene se Stoperica i zapocinje desorpcijski pokus. Uzorci (V=800 pL) se
uzimaju iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60
1 90 minuta. Odredivanje koncentracije galne kiseline u uzorcima provodi se po gore

opisanom protokolu (TPC).

3.2.8. Matematicko modeliranje kinetike procesa adsorpcije i desorpcije

Matematicko modeliranje kinetike adsorpcije i desorpcije provedeno je pomocu softvera
Statistica v. 14.0 (Tibco Software, Palo Alto, SAD).

3.2.8.1. Kineticki modeli za opis procesa adsorpcije

Za predvidanje kinetike procesa adsorpcije koriStena su tri kineticka modela: Model

kinetike pseudo-prvog reda, model kinetike pseudo-drugog reda te Webber-Morrisov model
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unutarcesti¢ne difuzije. Matemati¢ke jednadzbe pojedinih modela prikazane su u tablici 1, pri

cemu je:

¢: — koncentracija adsorbiranog adsorbata u vremenu t [mg g

g. — ravnotezna koncentracija, odnosno kapacitet adsorpcije [mg g']

k;, k;— konstante brzine za kinetiku prvog odnosno drugog reda [min™']

hy — po&etna brzina adsorpcije [mg g min™']
k; — konstanta brzine unutaréestiéne difuzije [mg g™ min

C — konstanta otpora difuziji [mg g™']

-OAS]

Tablica 1. Kineticki modeli za opis procesa adsorpcije

kinetika pseudoprvog reda

qr = qe[1 — exp (—k;t)]

(Webber-Morris)

h'O = lee
g = koqét

=2t

kinetika pseudodrugog reda 1+ kaqet
ho = k2q2

unutaréesti¢na difuzija q: = kit®5 +C

3.2.8.2. Kineticki modeli za opis procesa desorpcije

Za predvidanje kinetike procesa desorpcije koriStena su tri kineticka modela:

model

kinetike prvog reda, Korsmeyer-Peppas te Higuchi. Matematicke jednadZzbe pojedinih modela

prikazane su u tablici 2, pri cemu je:

M, — koli¢ina otpustenog adsorbata u otopini u vremenu t [mg gkughce'l]

M, — pocetna koncentracija adsorbata u otopini [mg gkuglice’l]

k — konstanta brzine [min™']

n — difuzijski eksponent
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Tablica 2. Kineticki modeli za opis procesa desorpcije

kinetika prvog reda M, = Mye™*¢
Korsmeyer-Peppas M, = kt"
Higuchi M, = kt°>
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu cilj je bio provesti adsorpciju BSA proteina, glukoze i galne kiseline iz
vodene otopine na kuglice Ca-alginata, kao i desorpciju istih tvari sa alginatnih mikrokapsula
u vodeni medij. Za tu svrhu prvo je bilo potrebno izraditi prazne alginatne mikrokapsule za
adsorpciju, te mikrokapsule s inkapsuliranim navedenim aktivnim tvarima za desorpciju.
Izgled i morfologija dobivenih kuglica promotreni su mikroskopom i snimljeni kamerom.
Adsorpcija i1 desorpcija su pra¢ene kroz mjerenje koncentracije aktivne tvari u supernatantu
nakon stavljanja mikrokapsula u otopinu, u zadanim vremenskim intervalima. Na kraju je
provedeno 1 matematicko modeliranje procesa adsorpcije i desorpcije, te je na temelju
koeficijenata determinacije 1 vrijednosti standardnih pogreSaka ispitana kompatibilnost
koristenih modela sa kinetikom provedenih procesa.

Rezultati dobiveni navedenim metodama prikazani su slikama, tabli¢no i graficki.

4.1. MIKROSKOPSKA ANALIZA MIKROKAPSULA

Oblik i morfologija mikrokapsula su bitni jer utjeCu na njihovu gusto¢u, mehanicku
otpornost, bubrenje, te zastitu i otpustanje inkapsuliranih biokomponenata (Dima i sur., 2016).
Mikrokapsule Ca-alginata proizvedene u ovom istrazivanju dobivene su metodom ionske
gelacije, a napravljene su 4 razliCite vrste: mikrokapsule bez aktivne tvari tj. od Cistog Ca-
alginata; mikrokapsule sa BSA proteinom; mikrokapsule s glukozom i mikrokapsule s galnom
kiselinom.

Radi boljeg uvida u njihovu morfologiju, mikrokapsule su snimljene pod svjetlosnim

mikroskopom. Mikrografi su prikazani na slici 10.

Na slici 10 je vidljivo da su sve vrste mikrokapsula sfericnog oblika, s tim da
mikrokapsula bez aktivne tvari ima najpravilniji sferni oblik. Sve mikrokapsule imaju
relativno glatke i homogene povrSine, uz prisustvo rijetkih plitkih brazdi na povrSini kod
mikrokapsula bez aktivne tvari i mikrokapsula s glukozom. Linije odnosno brazde su najbolje
vidljive na slici kuglice s glukozom (slika 10 h), i predstavljaju tragove nastale prilikom
istiskivanja otopine glukoza-alginata kroz Spricu. Nabori su vidljivi i na slici povrSine

mikrokapsule sa BSA (slika 10 e).
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Svaka prva slika u retku je snimka povrsine kuglice, svaka druga je snimka povrsine s primjenom filtera,

a svaka treca je prikaz presjeka kuglice.
Slika 10. Mikroskopski prikaz mikrokapsula: a-b-c) alginat; d-e-f) BSA-alginat; g-h-1)
glukoza-alginat; j-k-1) GA-alginat

Analizom slika presjeka mikrokapsula (slike 10. ¢, f, i, 1), vidljivo je da je debljina
stijenke svih mikrokapsula ravnomjerna na svim djelovima. MozZe se uociti da su na
analiziranim kuglicama s BSA i s galnom kiselinom omotaci tanji, dok je najdeblji omotac
vidljiv na kuglici s glukozom.

Rezultati mikroskopiranja mikrokapsula s BSA mogu se usporediti s onima autora
Nochos i sur. (2008), koji su pripremili mikrokapsule razli¢itih koncentracija alginata i
konstantne koncentracije BSA. Sve mikrokapsule su imale sferican oblik, a SEM
mikroskopijom dobiven je uvid u njihovu povrsinu, koja je za sve formulacije bila hrapava, s

velikim naborima 1 vidljivim mikroporama.
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Essifi 1 sur. (2019) u svom radu ispitivali su morfologiju praznih alginatnih
mikrokapsula i mikrokapsula s galnom kiselinom raznih veli¢ina, pomocu skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM). Rezultati su pokazali da sve mikrokapsule imaju sferi¢ni
oblik. Prazne mikrokapsule imale su glatku i homogenu povrsinu, dok je povrSina onih s
galnom kiselinom opisana kao naborana s pravilnom teksturom. Pod velikim povecanjem
vidljive su bile pravilno rasporedene linije, koje odgovaraju polimernim lancima.
Mikrokapsule veée veli¢ine imale su vefe razmake izmedu linija. Veli¢ina praznih
mikrokapsula bila je manja u odnosu na sve one inakapsulirane s galnom kiselinom, §to je
objasnjeno interakcijama izmedu polimernih lanaca, molekula vode i1 galne kiseline

uklopljene u matriks. Boja mikrokapsula s galnom kiselinom bila je mlijecno bijela.

4.2. ADSORPCIJA BSA, GLUKOZE 1 GALNE KISELINE NA ALGINATNE
MIKROKAPSULE

Adsorpcija aktivnih tvari provedena je kako je opisano u poglavlju Metode, dodavanjem
praznih alginatnih kapsula u vodene otopine BSA, glukoze odnosno galne kiseline te
mijeSanjem navedenih otopina magnetskim mijeSalom. Ukupno trajanje adsorpcije je iznosilo
120 min za BSA, 90 min za glukozu te 180 min za galnu kiselinu. Uzorci supernatanata su
uzimani u zadanim vremenskim intervalima, te nakon odgovaraju¢ih obrada analizirani
spektrofotometrijski. Koncentracije dobivene bazdarnim dijagramima koriStene su za prikaz

kinetike adsorpcije. Rezultati promjene koncentracije aktivne tvari u otopini prikazani su na

slikama 11, 121 13.

koncentracija [mgL]
w

0 20 40 60 80 100 120 140

t [min]

Slika 11. Promjena koncentracije BSA u otopini tijekom adsorpcijskog pokusa
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Na grafickom prikazu adsorpcije BSA vidi se da se 75 % proteina dodanih u pocetnu
otopinu (supernatant) adsorbiralo u prvih 10 min. U tom periodu koncentracija otopine se
smanjila s po&etnih 5,14 g L™ na 1,25 g L™, Nakon toga proces se znatno usporio, a u zadnjoj
to¢ki mjerenja (120 min) koncentracija proteina u supernatantu iznosila je 0,61 g L™ odnosno
12 % pocetne vrijednosti. Zna¢i da se u 120 min adsorpcije ukupno adsorbiralo 88 %
proteina, Sto predstavlja visoku efikasnost samog procesa i potvrduje prikladnost alginata kao

materijala za mikroinkapsulaciju proteinskih molekula.
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Slika 12. Promjena koncentracije glukoze u otopini tijekom adsorpcijskog pokusa

Podetna koncetracija otopine glukoze u supernatantu iznosila je 0,103 g L', a brzi pad
koncentracije trajao je do 5. minute, kad je iznosila 0,068 g L. Nakon toga smanjenje
koncentracije bilo je sporije, a nakon 50. minute (0,043 g L) koncentracija se promijenila
sasvim neznatno te je na kraju iznosila 0,041 g L. To znagi da se ukupno adsorbiralo 60 %
glukoze, od ¢ega 35 % u prvih 5 min, dodatnih 23 % izmedu 5. i 50. min, i samo 2 % tijekom

preostalih 40 minuta procesa.

Jedan od mogucih razloga nizem postotku adsorpcije glukoze je u niskoj pocetnoj
koncentraciji otopine glukoze Sto je ograniCilo kontakte molekula glukoze s alginatom.
Naime, u radu Tanake i sur. (1984), analizirane su razli¢ite pocetne koncentracije otopine
glukoze za adsorpciju te je zakljuceno da je pri previsokim koncentracijama otopine glukoze
difuzija usporena, te su nize koncentracije preporuéene kao optimalne (100-200 mg mL™).

Ipak, bitno je pripaziti i kako preniska koncantracija ne bi usporila proces adsorpcije.
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Slika 13. Promjena koncentracije galne kiseline u otopini tijekom adsorpcijskog pokusa

Izmjerene koncentracije galne kiseline u supernatantu pokazale su padajuc¢i trend
koncentracije, ali uz brojna odstupanja od ravnomjernog trenda pada, $to se moze objasniti
koriStenom analitickom metodom koja je pokazala prenisku osjetljivost za toliko male
promjene koncentracije koje su detektirane u danom uzorku. U prve 4 min koncentracija je
dosljedno opadala, zatim od 6 do 60. minute izmjereno je nekoliko naizmjeni¢nih skokova i
padova, zatim rast do 120. minute, i pad u 180. min. Ukupno se adsorbiralo oko 20 % galne
kiseline, Sto je postignuto ve¢ u 4. minuti, nakon ¢ega je u¢inak adsorpcije varirao i kretao se
izmedu 11 % (6. minuta) 1 23,5 % (60. minuta). Dakle, moze se zakljuciti da je adsorpcija

imala vrhunac u 60. minuti.

Usporedbom rezultata za adsorpciju BSA, glukoze i galne kiseline vidimo da je stupanj
adsorpcije na alginat bio uvjerljivo najvisi za BSA (88 %), dok je za galnu kiselinu on bio
uvjerljivo najmanji (20 %). Glukoza je pokazala srednji rezultat. Moze se zakljuciti da je u
ovom eksperimentu uspjeSnost adsorpcije bila proporcionalna molekulskoj masi tvari.
Opcenito, alginatne mikrokapsule inkapsulirane s hidrofilnim spojevima ili vodenim
ekstraktima imaju karakteristiku brzog otpustanja tvari, zbog porozne strukture alginata koja

ne vrs$i efekt barijere takvoj inkapsuliranoj tvari (Essifi i sur. 2020).

Nadalje, BSA kao protein, se veze na alginat elektrostatskim protein-polisaharidnim
vezama, pri ¢emu se pozitivno nabijene skupine na BSA veZzu sa negativnim skupinama

alginata (Neiser 1 sur., 1999). Zbog takvih unakrsnih elektrostatskih veza izmedu dva

28



polimera, taj kompleks je stabilniji od smjese alginata i sitnijih hidrofilnih molekula, poput

glukoze i galne kiseline.

4.3. DESORPCIJA BSA, GLUKOZE I GALNE KISELINE S ALGINATNIH
MIKROKAPSULA

Desorpcija je provedena uranjanjem alginatnih kuglica s inkapsuliranim tvarima u ¢aSe
s destiliranom vodom i praéenjem promjene koncentracija supernatanata. Uzorci su uzimani u
zadanim vremenskim intervalima za svaku tvar, kao S§to je opisano u poglavlju Metode, te su
im odredivane koncentracije na isti nafin kao kod adsorpcije. Rezultati su prikazani na

slikama 14, 151 16.
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Slika 14. Promjena koncentracije BSA u otopini tijekom desorpcijskog pokusa

Krivulja desorpcije BSA s alginatnih mikrokapsula u prihvatnu vodenu otopinu
pokazuje postupni rast koncentracije BSA u vodenoj otopini, koji je izrazen tijekom prvih 60
minuta eksperimenta, kad koncentracija dostize 713,7 mg L’'. Nakon toga se porast
koncentracije usporava, a maksimalna dosegnuta vrijednost koncentracije je 983,6 mg L.
Moze se zakljuciti da desorpcija BSA sa alginatnih mikrokapsula ima stabilan i postupan tijek
i da s vremenom sve viSe usporava, dok nakon odredenog vremena (240. min) doseze
stacionarno stanje. Ova postupnost oslobadanja BSA iz alginata se moZe pripisati ve¢ ranije

opisanim nekovalentnim BSA-alginat vezama, koje su po prirodi elektrostatske i vodikove
(Xu isur., 2019).
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Slika 15. Promjena koncentracije glukoze u otopini tijekom desorpcijskog pokusa

Kod glukoze, najveci skok koncentracije vidljiv je odmah u prvoj minuti, nakon cega je
rast postupniji, a nakon 20. minute doseze stacionarno stanje, te finalna i maksimalna
koncentracija glukoze u desorpcijskoj otopini iznosi 1,17 g L. Iz navedenih rezultata je
vidljivo da proces desorpcije glukoze s alginatnih mikrokapsula zapocunje odmah nakon
uranjanja mikrokapsula u vodu, $to se moze pripisati malim dimenzijama molekula glukoze

¢ime je omoguceno njezino brzo otpustanje.
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Slika 16. Promjena koncentracije galne kiseline u otopini tijekom desorpcijskog pokusa
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Iz grafickog prikaza za galnu kiselinu, moze se vidjeti da je u 1. minuti procesa
postignut veliki skok na 510,5 mg L, $to predstavlja vise od polovice (57 %) ukupno
otpustene tvari tijekom procesa. Nakon 20. minute (858 mg L™) porast je dosta malen i spor, i
maksimum izmjeren u 90. min iznosi 897 mg L. Na temelju toga se moze zaklju¢iti da se u
prvih 20 min otpustilo 96 % galne kiseline te je nakon 20. minute dosegnuto stacionarno
stanje procesa desorpcije. Slicno kao u slucaju glukoze, brzo otpustanje u pocetnoj fazi
procesa moze se povezati s malim dimenzijama molekule koja se otpusSta. Nadalje, prema
literaturnim podacima, ovakav profil desorpcije galne kiseline je uobiCajen, npr. Essifi i sur.
(2019) su proucavali kinetiku otpustanja galne kiseline s alginatnih mikrokapsula u 3 razli¢ite
veli¢ine. Za sve 3 veli¢ine, grafovi su pokazivali dvije faze: pocetnu fazu brzog otpustanja,
gdje je u prvih 20 min otpusteno 85 % galne kiseline; te drugu fazu karakteriziranu postupnim
1 sporijim otpuStanjem. Autori navode dva objaSnjenja za brzu fazu, a prvo objasnjenje je
prisustvo molekula galne kiseline na samoj povrSini mikrokapsula. Drugi razlog je taj Sto
alginatne mikrokapsule inkapsulirane s hidrofilnom supstancom ili vodenim ekstraktom
op¢enito pokazuju karakteristiku brzog otpustanja, zbog svoje porozne strukture koja ne pruza
dovoljnu barijeru tim tvarima. Smanjena brzina otpustanja u drugoj fazi pripisana je
otpustanju galne kiseline iz jezgri mikrokapsula (Essifi i sur., 2020). Ovakav profil kinetike
otpustanja bioaktivne tvari opisuju 1 Benkovi¢ i sur. (2021) koji su proucavali otpustanje

bioaktivnih spojeva iz biljnih ekstrakata s alginatnih kuglica.

4.3. MATEMATICKO MODELIRANJE KINETIKE PROCESA ADSORPCILJE I
DESORPCIJE

4.3.1. Kineti¢ki modeli za adsorpciju

Za modeliranje kinetike procesa adsorpcije koriStena su tri kineticka modela: Model
kinetike pseudo-prvog reda, model kinetike pseudo-drugog reda te Webber-Morrisov model
unutarcesti¢ne difuzije. Rezultati su prikazani slikama i tablicno. Na slikama 17-19 prikazane

su ovisnosti koncentracije adsorbiranog adsorbata o vremenu.
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Slika 17. Kineticki modeli adsorpcije BSA: (a) pseudo-prvi red, (b) pseudo-drugi red i
(c) Webber-Morris
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Slika 18. Kineticki modeli adsorpcije glukoze: (a) pseudoprvi red, (b) pseudodrugi red
i (c) Webber-Motris
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Slika 19. Kineticki modeli adsorpcije galne kiseline: (a) pseudoprvi red, (b)

pseudodrugi red i (¢) Webber-Morris
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Tablica 3. Kineticki parametri za procese adsorpcije dobiveni matematickim modelima

ravnotezna . konstanta brzine | pocetna brzina konstanta .
. konstanta brzine v ex .. o e koeficijent
koncentracija unutarcesticne adsorpcije otpora difuziji O
model (k) P determinacije
(Qe)_l [l’l’lil’l-l] dlﬁl%ll‘]e-(lf(i))S (_}110) .4 (C)-l (R2)
[mgg”] [mg g" min™"] [mg g™ min™] [mg g"]
. 4,104
pseudoprvi red 32,992 + 2,688 0,124 + 0,03 - - 0,9429
BSA pseudodrugired | 37,955 +4,094 3,678 £ 1,635 - 5298 - 0,9347
Webber-Morris i i 3,379 0,796 i 6.537+3885 | 8167
pseudoprvi red 0,421 £ 0,025 0,203 £ 0,043 - 0,0854 - 0,934
glukoza pseudodrugi red 0,474 + 0,026 0,512+ 0,138 - 0,1152 - 0,9649
Webber-Morris - - 0,047 + 0,006 - 0,116 + 0,029 0,9321
pseudoprvi red 8,547+ 0,612 2,008 £ 7,125 - 17,165 - 0,7469
galna . 771,025 i 57834,9 i
Kiselin pseudodrugi red 8,661+ 0,001 +2914,1 0,7847
Webber-Morris - - 0,324 £ 0,205 - 6,149 + 1,366 0,4145

BSA- engl. bovine serum albumin, albumin izoliran iz govedeg seruma
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1z prilozene Tablice 3. za proces adsorpcije BSA na alginatne mikrokapsule vidljivo je
da su koeficijenti determinacije za kinetiku pseudoprvog i pseudodrugog reda redom 0,9429 i
0,9347. Za Webber-Morrisov model on iznosi 0,8167. Znaci da se kinetika adsorpcije BSA na
alginatne mikrokapsule moze zadovoljavajuce opisati pseudoprvim redom i pseudodrugim
redom, ali je pseudoprvi red reprezentativniji. Navedeno najbolje slaganje modela sa
kinetikom pseudoprvog i pseudodrugog reda sa eksperimentalnim podacima moze se vidjeti i
na slikama 17 a, b i ¢ iz kojih je vidljivo da su eksperimentalni podaci (plavo) najblizi liniji
predikcije modela (narancasto) u slucaju kinetike pseudoprvog reda (slika 17 b). To sugerira
da je adsorpcija BSA temeljena na difuziji (Sahoo i Prelot, 2020). Ravnotezna koncentracija
adsorbiranog BSA iznosi 32,99 mg BSA po gramu alginata.

Za adsorpciju glukoze (tablica 3), sva tri ispitana modela dala su dobru vrijednost
koeficijenta determinacije, koji je iznad 0,9. Za pseudodrugi red on je najveci i iznosi 0.9649.
Najbolje slaganje modela pseudodrugog reda s eksperimentalnim podacima vidljivo je i na
slici 18 b, dok je slabije slaganje vidljivo za kinetiku prvog reda (slika 18 a) i Webber-
Morrisov model (slika 18 c).

Kineticki parametri za galnu kiselinu prikazani su u tablici 3, a eksperimentalni podaci i
njihovo odstupanje od modelom predvidene linije vidljivo je na slikama 19 a, b i c. Za galnu
kiselinu nijedan model nije pokazao visoki koeficijent determinacije. Za pseudoprvi i
pseudodrugi red oni iznose 0,7469 10,7847, §to sugerira da modeli nisu pouzdani za kineticka
predvidanja. Webber-Morrisov model je ovdje imao nizak koeficijent determinacije u iznosu

0,4145, stoga ovaj model nikako nije prikladan.

Za glukozu 1 galnu kiselinu, najreprezentativniji model je pseudodrugi red, Sto sugerira
da je limitiraju¢i korak adsorpcije kemijska sorpcija tvari, te da brzina adsorpcije ne ovisi o
koncentraciji adsorbata, nego o kapacitetu adsorbensa (Sahoo i Prelot, 2020). Nadalje,
usporedbom vrijednosti konstanti brzina adsorpcije (k) i pocetnih brzina adsorpcije (%),
najviSe vrijednosti zabiljezene su za BSA, nakon cega slijede galna kiselina i glukoza.
Navedene razlike u brzini procesa adsorpcije u skladu su sa istrazivanjem Neiser i suradnika
(1999) koji su utvrdili da se BSA kao protein, veze na alginat elektrostatskim protein-
polisaharidnim vezama, pri ¢emu se pozitivho nabijene skupine na BSA vezu s negativnim
skupinama alginata. Zbog takvih unakrsnih elektrostatskih veza izmedu dva polimera, taj
kompleks je stabilniji od smjese alginata i sitnijih hidrofilnih molekula, poput glukoze i galne

kiseline.
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4.3.2. Kineti¢ki modeli za desorpciju
Za predvidanje kinetike procesa desorpcije koriStena su tri kineticka modela: model
kinetike prvog reda, Korsmeyer-Peppas te Higuchi. Rezultati su prikazani slikama i tabli¢no.

Na slikama 20-22 prikazane su ovisnosti koli¢ine otpustenog adsorbata u otopini (M;) o

vremenu (7).

U tablici 4 prikazani su kineti¢ki parametri desorpcijskih procesa dobiveni
matematickim modelima: pocetna koncentracija adsorbata u otopini (M)), konstanta brzine (k)

i difuzijski eksponent (7).
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Slika 20. Kineticki modeli desorpcije BSA: (a) prvi red, (b) Korsmeyer-Peppas 1 (c)
Higuchi
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Slika 21. Kineticki modeli procesa desorpcije glukoze: (a) prvi red, (b) Korsmeyer-
Peppas i (c) Higuchi
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Slika 22. Kineticki modeli procesa desorpcije galne kiseline: (a) prvi red, (b)
Korsmeyer-Peppas i (c) Higuchi
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Tablica 4. Kineticki parametri za procese desorpcije dobiveni matematickim modelima

pocetna .. konstanta
koncentracija brzine difuzijski koeficijent
model adsorbata (k) eksponent determinacije
(Mo) . (n) R’
[mg gkuglice- ] [l’nll’l ]
prvi red 4,643 £ 0,165 0,020 + 0,002 - 0,9899
BSA Korsmeyer-Peppas - 0,789 +0,119 | 0,337 +0,031 0,9794
Higuchi - 0,349 £ 0,020 - 0,9264
prvi red 5,037 + 0,345 0,135 +0,020 - 0,9665
glukoza | Korsmeyer-Peppas - 2,558 +0,170 | 0,206 + 0,021 0,9784
Higuchi - 0,893 £0,098 - 0,5064
prvi red 5,529+ 0,323 0,282 + 0,031 - 0,9804
galna "y o smeyer-Peppas - 3,662 +0,208 | 0,117 0,018 0,9813
kiselina
Higuchi - 0,916 +0,112 - 0

BSA- engl. bovine serum albumin, albumin izoliran iz govedeg seruma

Prema podacima prikazanima u Tablici 4 i usporedbi eksperimentalnih podataka sa
linijom modela (slika 20 a, b i ¢), usporedujuéi koeficijente determinacije za desorpciju BSA,
vidi se da model kinetike prvog reda prikazuje najbolje slaganje s ekperimentalno dobivenim
podacima, iako su sva tri modela relativno zadovoljavajuéa, s R* vrijednostima iznad 0,9. Ako
se uzme u obzir standardna devijacija, ona je najmanja za model prvog reda, dok je za
Korsmeyer-Peppas nesto veca, tako da se moze zakljuciti da je za kinetiku desorpcije BSA

najbolji model prvog reda.

Za desorpciju glukoze (tablica 4; slika 21 a, b i ¢), vrijednosti parametara pokazuju da je
najtoéniji model Korsmeyer-Peppas (R*=0,9784), zbog najvise vrijednosti koeficijenta
determinacije. U slucaju galne kiseline, Korsmeyer-Peppas se takoder pokazao kao najbolji
model za opis procesa desorpcije (R’=0,9813), dok za Higuchijev model odgovarajuéu
procjenu nije bilo moguce provesti zbog prirode eksperimentalnih podataka (tablica 4; slika
22 a,bic).

Analizom vrijednosti konstante brzine desorpcije (k) vidljivo je da su najviSe vrijednosti
zabiljezene za galnu kiselinu (k = 3,662+0,208 min™), koju slijedi glukoza (k = 2,558+0,170
min™) i BSA (k = 0,789+0,119 min™), ¢ime se zakljutuje da se BSA duZe zadrzava vezan za

alginat u mikrokapsuli zbog djelovanja elektrostatskih protein-polisaharidnih veza (Neiser i

sur., 1999).
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Nadalje, primjenom Korsmeyer-Peppas modela izracunata je i vrijednost difuzijskog
koeficijenta (n) koji je najvisSi za BSA, nakon ¢ega slijede glukoza i galna kiselina. Vrijednosti
parametra n definiraju dominantan proces prilikom desorpcije: vrijednosti n < 0.5 znace
pseudo Fickovu difuziju; n = 0.5 Fickovu difuziju; 0.5 < n < 1 hibridni difuzijski mehanizam;
i n = 1 difuziju koja ne slijedi Fickov zakon (Rezaei i Nasirpour 2019). U slucaju sve tri
promatrane molekule, prema vrijednostima parametra n, utvrdeno je da se radi o pseudo-

Fickovoj difuziji.
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5. ZAKLJUCCI

. Mikroskopskom analizom mikrokapsula utvrdeno je da su sve kapsule sfericnog
oblika, glatke povrSine i omotaca ravnomjerne debljine.

. Analizom koncentracija adsorbata utvrdeno je da se tijekom procesa adsorpcije na
alginat adsorbiralo najviSe proteina (88 %), Sto je rezultat djelovanja elektrostatskih
protein-polisaharidnih veza. Nakon toga slijedi glukoza (60 %) i galna kiselina (23,5
%).

. Usporedbom vrijednosti konstanti brzina adsorpcije (k) i pocetnih brzina adsorpcije
(ho), najvise vrijednosti zabiljezene su za BSA, nakon cega slijede galna kiselina i
glukoza.

. Proces adsorpcije najbolje je opisao kineticki model pseudodrugog reda, prema kojem
je limitiraju¢i korak procesa kemijska sorpcija tvari, te brzina adsorpcije ovisi o
kapacitetu adsorbensa.

Tijekom procesa desorpcije, na temelju izmjerenih koncentracija adsorbata otpustenog
u otopinu, utvrdeno je da je za glukozu i galnu kiselinu otpustanje s alginata brzo na
pocetku procesa, a nakon 20. minute se usporava i postize stacionarno stanje.
Desorpcija BSA s alginata najveca je tijekom prvih 60 minuta procesa, nakon cega
usporava.

. Analizom vrijednosti konstante brzine desorpcije (k), najvise su vrijednosti zabiljezene
za galnu kiselinu, koju slijedi glukoza i BSA.

. Prema modelom izraCunatim vrijednostima difuzijskog koeficijenta (), utvrdeno je da

se proces desorpcije odvijao prema pseudo-Fickovoj difuziji.
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[ZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, [IZVORKA LALJAK, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te

da se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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