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SAZETAK

Zeoliti su prirodni ili sintetski alumosilikatni minerali porozne strukture. Pore su
medusobno povezane kanalima u kojima su smjesteni hidratizirani kationi te molekule
vode. Primarna ili osnovna gradevna jedinica zeolita je tetraedar TO4 gdje je T oznaka
za Cetverovalentni silicij (Si(IV)) ili trovalentni aluminij (Al(IIl)) pri €emu su kod razlicitih
zeolitnih materijala omjeri Al(lll) naspram Si(IV) razli¢iti. Ovi se elementi u prostoru
povezuju preko zajedniCkih atoma kisika (O) gradeéi sekundarne poliedarske jedinice
Cijim povezivanjem nastaje kristalna reSetka. Upravo je ova reSetka odgovorna za
glavno svojstvo zeolita, ionsku izmjenu kationa iz Supljina s kationima iz okoline. Drugo
vazno svojstvo zeolita je svojstvo adsorpcije organskih molekula na povrsinu zeolita.
U medicinske je svrhe do sada koriSten netoksicni prirodni zeolitni materijal klinoptilolit.
U ovom su se doktorskom radu za istrazivanje Koristili razliCito mikronizirani
klinoptilolitni materijali: TMAZ (tribomehanicki aktivirani klinoptilolit), PMA (dvostruko
tribomehanicki aktivirani zeolit) i PMAO2 (dvostruko tribomehanicki aktivirani zeolit
obogacéen medicinskim kisikom), te kao kontrolni spoj koristen je sintetski Zeolit A. Za
navedene je materijale je u prvom dijelu istrazivanja utvrden omjer Si/Al u vodi i
modelnim otopinama Zelucai crijeva. Nakon inkubacije u vodi ili modelnim otopinama
u trajanju 24 h, izdvojene su frakcije centrifugiranjem pri 4000 rpm, 14000 rpm i
140000 rpm. Supernatanti svake frakcije analizirani su uz pomoc¢ elektronskog
mikroskopa (skenirajuci elektronski mikroskop, SEM) i elektronske disperzijske
spektroskopije (EDS). Oblik Cestica supernatanta zeolithog materijala i omjer Si/Al
usporeden je sa zeolitnim materijalima u krutom stanju. U drugom dijelu istrazivanja,
istrazen je i kvantificiran postotak interakcije ili adsorpcije D-glukoze na povrSinu
zeolitnih materijala uz pomoc¢ elektronske mikroskopije SEM u kombinaciji s
elementnom analizom EDS te kvantitativne metode tekucinske kromatografije
ultravisoke razluCivosti (UHPLC). Adsorptivha svojstva Secera validirana su na
zdravim miSevima in vivo za zeolit PMA koji je pokazao najbolja svojstva interakcije s
D-glukozom in vitro pri Cemu su rezultati ukazali na smanjenje razina glukoze u krvi u
kod miSeva pred tretiranih sa zeolitom PMA. Dobiveni rezultati pokazuju potencijal
koriStenja zeolitnih materijala u patoloskim stanjima poput metaboli¢kog sindroma ili
dijabetesa Sto bi trebalo dodatno istraZziti.

Kljuéne rije€i: klinoptilolit, PMA-zeolit, Si/Al, svojstva vezivanja Secera, D-glukoza,
adsorpcija, mi$



ABSTRACT

Zeolites are natural or synthetic aluminosilicate minerals with a porous structure. The
pores are interconnected by channels in which hydrated cations and water molecules
reside. The primary or basic building block of zeolite is the TO4 tetrahedron where T
stays for tetravalent (Si(1V)) or trivalent aluminum (Al(l1)), where the ratios of Al(lIl) to
Si(IV) are different in different zeolite materials. These elements are connected
through common oxygen atoms (O) and build secondary polyhedral units, the
connection of which creates a crystal lattice. It is this lattice that is responsible for the
main property of zeolite, the ion exchange of cations from the cavity with cations from
the environment. Another important property of zeolite is adsorption of organic
molecules on the surface of zeolite. So far, the non-toxic natural zeolite material
clinoptilolite is used for medical purposes. In this doctoral thesis, differently micronized
clinoptilolite materials were studied: TMAZ (tribomechanically activated clinoptilolite),
PMA (double tribomechanically activated zeolite) and PMAO2 (double
tribomechanically activated zeolite enriched with medical oxygen), and synthetic
zeolite was used as a control compound A. In the first part of the research, the Si/Al
ratio in water and model solutions of the stomach and intestines was determined for
the mentioned materials. After incubation in water or model solutions for 24 h, fractions
were separated by centrifugation at 4000 rpm, 14000 rpm and 140000 rpm. The
supernatants of each fraction were analyzed using electron microscope (scanning
electron microscope, SEM) and electron dispersion spectroscopy (EDS). The particle
shape of the zeolite material supernatant and the Si/Al ratio were consistent with the
zeolite materials in the solid state. In the second part of research, the percentage of
interaction or adsorption of D-glucose on the surface was investigated with SEM in
combination with EDS and quantified with ultra-high resolution liquid chromatography
(UHPLC). The adsorptive properties for D-glucose were validated on healthy mice in
vivo for the zeolite PMA, which showed the best properties of interaction with D-
glucose in vitro. The results indicated a decrease in blood glucose levels in mice
pretreated with zeolite PMA. The obtained results show the potential of using zeolite
materials in pathological conditions such as metabolic syndrome or diabetes, which
should be further investigated.

Key words: clinoptilolite, PMA-zeolite, Si/Al, sugar binding properties, D-glucose,
adsorption, mouse
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1. UVOD

1.1.  Zeoliti i njihova struktura
1.1.1. Heulandit i klinoptilolit

Zeoliti su skupina prirodnih minerala. Naj¢eS¢e se nalaze u vulkanskim sedimentnim
stijenama, slanim alkalnim jezerima i tlima, dubokim morskim sedimentima i
hidrotermalnim sustavima. Nastali su u sloZenim procesima vulkanske lave, pepela i
vode pod djelovanjem tlaka i temperature. (Hay et al.,2001; Langella et al., 2001;
Sheppard et al., 2001; Ming et al., 2001.) Zeoliti su minerali porozne strukture pri Eemu
su pore medusobno povezane kanalima u kojima su smjesteni hidratizirani kationi
(primjerice K*,Na*,Ca*?,Mg*?) te molekule vode. Primarna ili osnovna gradevna
jedinica zeolita je tetraedar TO4 gdje je T oznaka za Cetverovalentni silicij (Si (1V)) ili
trovalentni aluminij (Al) (l11)) pri €emu su kod razlicitih zeolitnih materijala omjeri Al ()
naspram Si (IV) razliCiti. Ovi se elementi u prostoru povezuju preko zajednickih atoma
kisika (O) gradeci dvodimenzionalne i trodimenzionalne sekundarne strukturne
mrezaste jedinice sa Supljinama i kanalima (slika 1). Kristalna reSetka zeolita je
negativno nabijena $to je posljedica izomorfne zamjene Cetverovalentnog silicija s
trovalentnim aluminijem. Kationi smjesSteni u porama su upravo bitni za neutralizaciju
negativnog naboja u AlO4 tetraedru i stabilnost strukture.
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Slika 1. Nastajanje zeolitne strukture. (Liu., 2021.)

Povijest intenzivnog istrazivanja zeolita pocCinje 1756. godine kada je Svedski
mineralog i kemiCar Freiherr Axel Frederick Cronstedt (slika 2), zagrijavao prirodni
zeolitni mineral stilbit koji je na visokim temperaturama bubrio. Dao mu je ime ZEOLIT,
Sto dolazi od grckih rijeCi (zein - vriti ili kipjeti i lithos - stijena). (Breck.,1964; Masters
i Maschmeyer., 2011.)



Slika 2. Freiherr Axel Frederick Cronstedt (1722-1765) (desno) i zeolitna struktura
(ljevo). Preuzeto s web stranice:
https://www.flickr.com/photos/108033873@N02/16083401351, 8. sijeCanj 2024.

Razvojem civilizacije i paralelno industrijalizacije krajem 19-tog. i po¢etkom 20-tog.
stoljeéa, poCetkom proizvodnje elektriCne energije iz nuklearnih elektrana, pojavio se
veliki interes za zeolite. Razlog tomu je sposobnost zeolitnin materijala da vezu
radionuklide, ne samo onih prirodnih ve¢ i onih sintetskih. Do danas je otkriveno oko
40 vrsta prirodnih zeolita, a opisano je preko 200 razli€itih strukturnih vrsta zeolita.
Strukture zeolita mogu se pronaci u bazi podataka Medunarodne udruge zeolita (1ZA)
i klasificirane su u Atlasu zeolitnih konstrukcija, izdanom od iste udruge. (Baerlocher
et al., 2007.) U atlasu zeolitnih konstrukcija pokazan je prirodni oblik zeolita njegova
kristalna struktura, te kemijska formula zeolita. Najzastupljeniji u prirodi su zeoliti
kabazit, klinoptilolit, mordenit, erionit, heulandit i filipsit (tablica 1) (Rozi¢ et al., 2004.).
Opc¢a formula prirodnih zeolita je M2/n x Al203 x xSiO2 x yH20 gdje je M oznaka za
kation izvan osnovne tetraedarske strukture, a n je valencija kationa. (Bogdanov et al.,
2009.) Upravo je porozna struktura zeolita osnova njihove Siroke industrijske i
medicinske primijene. Alkalijski se i zemnoalkalijski kationi u porama (Na*, K*, Ca?*,
Mg?*, te Zn*?itd.) pa i molekule H20, lako izmjenjuju ionskom izmjenom s drugim
molekulama i kationima iz okoline. Logi¢no je onda da konacni omjer Si/Al u zeolitu
odreduje kapacitet ionske izmjene i privlacnost kationa koji se nalaze unutar pora i
kanala. (Mumpton., 1999.)


https://www.flickr.com/photos/108033873@N02/16083401351

Tablica 1. Bruto kemijske formule i strukturna svojstva odabranih prirodnih zeolita

(Margeta et al., 2013.)

Zeolit Kristalni sustav
Struktura

Bruto formula jedini¢ne celije i
Izmjenjivi kationi

a

a

Heulandit (HEU)

Heksagonalna

Heksagonalna

Monoklinska

Caz(AuSisO24) x 12 H20

Na*, Ca*?, K*

(Na,K)s(AleSiz0072) x 24 H20

Na* Ca*?, K* Sr*2, Ba*?

NasKCaz2(AlsSis0096) x 28 H20

Na*, Ca*?, K+

NaK2MgCai1,5(AlsSi2sO72) x 28
H20

Na*, K*, Ca*?, Mg*?

(Na,K)Caas(AlgSiz27O72) x 24 H20

Na*, Ca*?, K*, Sr*? Ba*?




Kz2(Cao,sNa)(AleSi10032) x 12 H20

Na*, K* Ca*?

Filipsit (PHI)

Mineralni sklopovi najéescih pojava zeolita u prirodi su stijene koje sadrze klinoptilolit
i mordenit, u kojima je udio zeolitnog klinoptilolita i mordenita visok (80% i viSe). Zeoliti
u stijenama mogu doci uz ostale minerale npr. aluminij filosilikathom glinom smektit
(bentonit) i prate¢im fazama u manjim postocima kristobalit, kalcit, feldspat i
kvarc.(Kraljevic et al.,2018.) Klinoptilolit je strukturno slican heulanditu i spada u istu
grupu heulanditnih zeolita (HEU) ali se od njega razlikuje po ve¢em omijeru silicija i
aluminija u Korist silicija, gdje je Si/Al > 4,0 i (Na + K) > (Ca + Sr + Ba). Heulandit je
prvi put dobio ime 1822. godine po engleskom sakupljacu minerala J. H. Heulandu.
(Dana.,1914.) To je makroskopski (0,2 - 2 cm) kristal, sa monoklinskom kristalnom
strukturom koji zagrijavanjem mijenja svoje opticke osobine. (Slawson.,1925.)
Klinoptilolit isto tako ima monoklinsku kristalnu strukturu ali je mikroskopski (2 - 20
um) kristal, koji je za razliku od heulandita, stabilniji na zagrijavanje. lako je klinoptilolit
danas poznat kao najceSc¢i prirodni zeolit koji se javlja u velikim koli€inama pa i
milijunima tona u izmijenjenim vulkanskim i slanim, alkalno-jezerskim naslagama,
klinoptilolit se opisuje kao posebna mineralna vrsta tek od 1932 godine.

Do tada se svrstavao kao mordenit. ( Schaller., 1932.) Hey i Bannister (1934 ) zakljucili
su da je klinoptilolit jednostavno heulandit bogat silicijevim dioksidom. Kemijski sastav
ovih vrlo sliénih minerala je: (Na,K) Cas (AlgSi27O72) x 24 H20 (heulandit; Si/Al = 3) i
(Na,K)s (AleSizo072) x 24 H20 (klinoptilolit; Si/Al = 5), gdje se vidi da u kemijskom
sastavu zeolita klinoptilolita ima viSe silicija u odnosu na aluminij (omjer Si/Al = 5), dok
kod heulandita ima manije silicija (omjer Si/Al = 3). (Mumpton.,1960.)

Prirodni zeolit Kklinoptilolit u potpunosti je netoksiCan za ljude i Zivotinje.
(Mumpton.,1999.) Kationi u strukturi zeolita klinoptilolita su lako pokretljivi mogu se
izmjenjivati s kationima iz okoline, a struktura alumosilikatne mreze klinoptilolita je pri
tome stabilna, $to je osnova za razlikovanje heulandita od klinoptilolita. (Boles., 1972.)
Heulanditi i klinoptiloliti se dijele u tri skupine na temelju njihove toplinske stabilnosti.
Heulanditi tipa 1 definiraju se kao minerali koji se transformiraju u takozvanu B fazu
(amorfnu) tijekom zagrijavanja i €ija je struktura potpuno uniStena nakon zagrijavanja
na 450 °C. Heulanditi tipa 2 mogu se, ali i ne moraju, transformirati u B fazi, a
podvrgavaju se samo djelomi€nom uniStavanju na 450 °C. Heulanditi tipa 3 ili
klinoptiloliti se ne pretvaraju u B fazu i stabilni su obi¢no do ~ 650 °C.
(Mumpton.,1960.; Alietti., 1972.)

Primarna gradevna jedinica klinoptilolita (PBU) (eng. primar building units) je tetraedar
[SiO4] i [AIO 4] u Cijem su sredis$tu smjesteni kationi Si*# ili Al*3 dok se u kutovima tog
tetraedra nalaze atomi kisika. (slika 3a) Ove jedinice se u prostoru povezuju preko
zajednickih atoma kisika (slika 3b ) gradeci sekundarne gradevne jedinice (SBU) (eng.
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secundar building units). Od ove poliedarske jedinice medusobnim povezivanjem
nastaje kristalna (alumosilikatna) reSetka klinoptilolita (slika 3c). Stoga, klinoptilolitima
tetraedre aluminija koji su ukupno jednostruko negativnho nabijeni za razliku od
tetraedra silicija koji su ukupno neutralnog naboja Sto je vazno za nespecifiCha
adsorptivna svojstva zeolita stvaranjem ionske veze ili vodikove veze. (Manda et al.,
2024.; Sprynskyy et al., 2008.) Stvaranje ionske veze odvija se izmedu negativno
nabijenih aluminijskih tetraedara sa kationima iz okoline. Takoder, moguca je ionska
veza aluminijskog tetraedra sa molekulama koje imaju dipolni moment, primjerice onih
koje imaju hidroskilne skupine (OH) poput D-glukoze. U reakcijama klinoptilolita s
okolinom vazne su i dipol-dipol interakcije u vodi, pri Cemu se takve interakcije stvaraju
izmedu OH skupina i karbonilnih (COH) skupina odredenih molekula, poput molekula
D-glukoze. OH skupine na povrsini klinoptilolita nastaju vezanjem molekula vode preko
vodika na O tetraedarske strukture povrsine materijala. Naposlijetku, interakcija dipol-
inducirani dipol mogu se stvoriti izmedu OH povrSine klinoptilolita u vodi i OH skupine
iz molekule u okolini, poput primjerice D-glukoze (shema 1). OH skupine povrSine
klinoptilolita mogu stvoriti i vodikove veze sa OH skupinom iz druge molekule, poput
primjerice D-glukoze.

Osim ovih jakih privlaénih sila koje nastaju interakcijom aluminijskih tetraedara s
molekulama iz okoline, adsorpcija molekula na povrSinu klinoptilolita moguca je i
stvaranjem slabih Van der Waalsovih sila u kojima mogu sudjelovati i silicijevi tetraedri.
Naposlijetku, adsorpcija na klinoptilolit moze se odvijati i vrlo specifiCnim interakcijama
s odredenim molekulama Sto ukljuCuje stvaranje lokalnih kemijskih veza razli€itog
intenziteta Sto rezultira stvaranjem razliCitih supramolekularnih struktura. (Tabacchi.,
2018.)
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Shema 1. Stvaranje ionske veze izmedu negativno nabijenog tetraedra aluminija
na povrsini zeolita klinoptilolita. lonska veza moze nastati u interakciji sa kationom
bilo kojeg metala, molekulama s dipolnim momentom te vodikovim kationom.
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Slika 3. Prikaz formiranja kristalne (alumosilikatne) reSetke klinoptilolita.

Kristalna struktura klinoptilolita ima tri vrste kanala. Kanal A sastavljen od 10-¢lanih
prstena medusobno povezanih tetraedrom silicija i aluminija, kanal B sastavljen od 8-
¢lanog prstena medusobno povezanih tetraedrom silicija koji su paralelni (uzduz osi
c) i kanal C sastavljen od osmerocClanog prstena tetraedra silicija i aluminija koji je
okomit na kanale A i B (uzduz osi a). Model sustava kanala u jedini¢noj stanici kristalne
strukture, kao i vrsta i polozaja kanala i Supljina prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Vrsta i polozaj kanala i Supljina u strukturi klinoptilolita (Rodriguez et al.,
2022)

U kanalima su smijesteni hidratizirani kationi Na*, K*, Ca?*i Mg?* , te molekule vode.
(Ackley i Yang., 1991.) Odnos Si/Al je uvijek = 1. U alumosilikatnoj reSetki se nikad ne
formiraju Al - O - Al veze. (Lonwenstein.,1954.) U ovisnosti od molarnog odnosa Si/Al
zeoliti se dijele na:
1. Zeolite s malim sadrzajem silicija, odnosno velikim sadrzajem aluminija:
sintetski zeoliti A i X (Si/Al =1 —1,5)
2. Zeolite sa srednjim sadrzajem silicija: prirodni zeoliti klinoptilolit, erionit,
mordenit i sintetiCki zeoliti L i Y (Si/Al =2 —5)
3. Zeolite bogate silicijiem: zeolit beta i ZSM-5 (Si/Al = 10 — 100)
4. Porozne silikate (Si/Al > 100)

Sto je molarni odnos Si/Al manji, udio pokretljivih kationa, kao i hidrofilnost zeolita su
veci. (Flanigen et al., 2010.) Postoje modeli koji opisuju strukturu zeolita tipa HEU s
obzirom na pozicije metalnih kationa u strukturi, a najceSce se koristi strukturni model
prirodnog klinoptilolita koji su dali Koyama i Takeuchi. (Rodriguez et al., 2022.)

Kod ovog modela, kationi se smjestaju izvan okvira na mjesta M1, M2, M3 i M4 u tri
kanala A, B i C (slika 5). Tako npr. kationi Ca?* i Na* zauzimaju naj¢eS$ée mjesto M1 u
kanalu A, potom Ca?* i Na* mjesto M2 u B kanalu. Kation K*; nalazi se u C kanalu, na
ulazu u Ai vrlo blizu M1. M4 se nalazi u sredi$tu kanala A, gdje se nalazi kation Mg?*.



Slika 5. Kationska mjesta M1, M2, M3 i M4 u A i B kanalima klinoptilolita prema
Koyama i Takeuchi modelu gledano duz [001] (a’ = a sinB). Preuzeto iz (Rodriguez
et al., 2022.)

1.1.2. Sintetski zeolit A

Prvi sintetski zeoliti su se pojavili 1948 godine zahvaljujuci radu Barrera i Miltona, te
su ovi porozni materijali zauzeli vazno mjesto u industrijskim procesima koji su vezani
uz kataliticke reakcije i procese.(Weitkamp., 2000.) Od 1950-te godine zbog povecéane
potrebe za proCiS¢avanje voda iz nuklearnih centrala, a koja je kontaminirana s
radionuklidima, povecao se interes i za zeolite. Do sredine pedesetih godina proslog
stoljeca sintetizirani su stoga zeoliti koji su danas komercijalno dostupni: A, X i Y.
(Rozi¢ et al., 2004.) Zeolit A (slika 6) je prvi zeolit sintetiziran pedesetih godina proslog
stolje¢a. Kemijska formula sintetskog zeolita A, poznatog jo$ i kao zeolit NaA ili zeolit
4A je Na12 [(AlO2)12 (SiO2)12] x 27H20.

Zeolit A se koristi u proizvodnji deterdzenta za obradu tvrde vode. Takoder se koristi
kao zamjena za natrijev tripolifosfat koji nije ekoloski prihvatljiv. Nadalje, zeolit A ima
veliki kapacitet ionske izmjene s prosjecnom veli€inom Cestica u rasponu od 4 do
10 pm, Sto sprjeCava prijenos boje rublja tijekom pranja. (Tessema et al., 2021.) Zeolit
A ima najvecéi moguci sadrzaj aluminija u tetraedarskoj strukturi, a odnos je Si/Al=1.
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Slika 6. Struktura sintetskog zeolita A. Zatvoreni krugovi, otvoreni krugovi i oni s
toCkama prikazuju atome Si, O i Al. ( Nakano i Nozue., 2007.)

1.1.3. Fizikalno-kemijska svojstva klinoptilolita

Zbog svoje specifitne strukture zeoliti imaju posebne fizikalne osobine. U prirodi se
nalaze u krutom stanju te imaju kristalnu strukturu koja varira od monoklinaste
kristalne strukture do heksagonalne i ortogonalne. Prirodni zeolit klinoptilolit ima
monoklinastu kristalnu strukturu (tablica 1). Specificno se adsorpcija i ionska izmjena
mogu istaknuti kao posebno vaZna svojstva zeolita klinoptilolita. Adsorpcijska svojstva
zeolita temelje se na teoriji strukture koja je u podlozi kiselih i luznatih reakcija. Kisikov
atom u strukturi zeolita je primjerice, proton akceptor te ima negativan naboj i
predstavlja potencijalno adsorpcijsko mjesto za pozitivne ione ili polarne organske
molekule.( Deka.,1998.) Svojstva zeolita za ionsku izmjenu temelje se na postojanju
izmjenijivih kationa, Sto omogucduje njihovu pokretljivost u, ali i izvan zeolitne strukture
te mogucnost zamjene s kationima iz otopine. lonska izmjena na zeolitu je reverzibilan
proces kod kojeg se kationi iz zeolita izmjenjuju s kationima iz otopine u
stehiometrijskom odnosu. (Hendrichs., 2006.) Kapacitet izmjene je kvantitativho
mjerilo sposobnosti izmjene iona te oznaCava koliCinu koju izmjenjiva€ moze izmijeniti
po jedinici svoje mase ili volumena. (Inglezakis., 2005) Specificna povrSina zeolita je
stoga vrlo velika i moze iznositi do 700 m? g', dok ukupna zapremina pora iznosi od
0,1 do 0,35 cm3 g"'. lonsko-izmjenjivacki kapacitet zeolita ovisi o mnogim
parametrima, a najvazniji su: struktura i kemijski sastav zeolita, elektricnog naboja i
dimenzije kationa, temperature i pH otopine. (Godelitsas i Armbruster., 2003.)

Selektivnost je takoder vazno svojstvo zeolita pri Cemu je opisano kako zeoliti vezu
razliCite katione iz otopine razliCitom jaCinom i afinitetom. Ovo svojstvo ovisi o vrsti
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zeolita, prirodi izmjenjivih kationa (naboj, hidratizirani radijus, te koncentracija
kationa), omjeru Si/Al u reSetci i temperaturi. Selektivnost kationskih izmjenjivaa se
povecava s porastom naboja kationa (elektroselektivnost): Na* < Mg?* <AI** | a opada
s rastu¢im promjerom hidratiziranog iona. Zeoliti s ve¢im Si/Al omjerima pokazuju vecu
selektivnost prema vecim kationima, kao Sto su Cs*, Rb* i K* ,dok oni s manjim Si/Al
omjerom imaju sklonost za pokretljivije, manje katione, poput Li* i Na*.(Hendrichs.,
2006-) Ustanovljeno je da potrebno vrijeme kontakta otopine i zeolita za uspostavljanje
ravnoteze iznosi 24 h — 48 h. Klinoptilolit pokazuje selektivhost prema kationima na
slijede¢i nadin: Ba?*>Cu?*>Zn?*>Cd?*,>Sr**>Co?* (Blanchar et al.,1984.),
Pb2*>Cd?*>Cs*>Cu?*>C0?*>Cr3*>Zn?*>Ni**>Hg?* (Zamzow et al., 1990.) i
Co?*>Cu?*>Zn?*>Mn?*. (Erdem et al., 2004.)

1.1.4. Industrijska aplikacija klinoptilolita

Na prijedlog kanadskog znanstvenika B.W. Mercera, 1970. pocCelo je procCiSCavanje
otpadnih voda sa zeolitom klinoptilolitom. (Mercer et al.,1970.) On je predlozio sistem
za procCiS¢avanje otpadnih voda sa medusobno povezanim kolonama punjenim
klinoptilolitom. Dotadasnje konvencionalne smole koje su se koristile u tu svrhu su bile
glomazne i neselektivne dok je klinoptilolit bio ucinkovitiji. Ovaj novi postupak je
uklanjao amonijak sa 97 %-tnom ucinkovitoS¢u. Prirodni zeoliti se u€inkovito koriste
za uklanjanje teSkih metala iz otpadnih voda, u metalnoj industriji, pri galvanizaciji,
proizvodniji papira, grafickoj industriji Sto se pokazalo znatno uc€inkovitijim u odnosu na
dotadasnje procese procCiS¢avanja koji su bili skupi i neucinkovit. (Haggerty i Bowman.,
1994.)

Suvremena sredstva za dekontaminaciju bojnih otrova takoder su naj¢eSc¢e zeoliti, s
obzirom da zeoliti mogu uklanjati teSke metale. (Satya et al., 2012.) Zeolit se danas
nasiroko koristi kao ionski izmjenjiva€ za proci§¢avanje vode za pice te u odvajanju
plinova uklju€ujuéi vodenu paru, uglji¢ni dioksid (COz2) i sumpor(IV)-oksid (SOz2) iz
prirodnih i industrijskih procesa, ali isto tako i okside dusika, freona i formaldehida.
Petrokemijska industrija koristi zeolite za proCiS¢avanje sirove nafte, te kao katalizator
u proizvodnom procesu nafte. (Primo i Garcia., 2014.) U nuklearnoj industriji zeolit se
koristi intenzivno, jer je u stanju ukloniti odredene produkte iz nuklearnog otpada i pri
tom ih trajno zarobiti u svoju strukturu. (TuSek et al., 2019.) Najistaknutija i
najrasprostranjenija industrijska uporaba zeolita je u proizvodnji deterdZenata za
pranje rublja, opet na principu ionske izmjene, jer uklanjaju Ca?* i Mg?* iz vode i time
meksaju vodu. (Margeta et al., 2013) U poljoprivrednoj industriji koristi se kao dodatak
zemlji za povecanje prinosa s obzirom da primjerice zeolit klinoptilolit u kontinuitetu
ispusta K* u tlo i s time omogucava trajnu koncentraciju kalija koji je neophodan za
rast biljke. Istim mehanizmom regulira se i koliina vode u tlu, te se spre€ava susenje
biljaka. Obogacen amonijakom, zeolit opskrbljuje biljku i s duSikom. U industriji za
proizvodnju hrane za Zivotinje, naroCito peradi, koristi se kao dodatak prehrani.
PoboljSava uzgoj, omogucava dobivanje kvalitetnijeg mesa i mlijeka, a koristi se i za
smanjenje koncentracije amonijaka u Stalama. (TuSek et al., 2019.)
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1.1.5. Medicinske aplikacije klinoptilolita

Pozitivni uc€inak zeolita klinoptilolita na zdravlje i opéi zdravstveni status dokazan je u
brojnim znanstvenim radovima i studijama. To su najCeSce detoksifikacijska svojstva,
odstranjivanje teSkih metala, slobodnih radikala i pesticida (Kraljevi¢ Paveli¢ et al.,
2017; Mastinu et al.,, 2019.). Dokazana su u nekim studijama i antikancerogena,
antiviralna, antibakterijska, antioksidativna i imunoloska svojstva, povoljni ucinci na
dijabetiCare, pozitivho djelovanje na kostanu strukturu, na probavni sustav ukljuujuéi
i dijareju, pozitivni u€inak na paradentozu, bolesti koze i akne. (Auerbach et al., 2003;
Pavelic et al., 2001; Paveli¢ et al.,2002; Neag et al., 2022.)

Vazan je ucinak zeolita klinoptilolita na eliminaciju teSkih metala jer oni djeluju
detrimentalno na ljudsko zdravlje. Naime, akumulacija teskih metala (Hg, Pb, Cd, As i
dr.) u masnim stanicama, kostima, Zlijezdama s unutradnjim izlu€ivanjem ili u
centralnom Zziv€éanom sustavu, Cesto rezultira naruSavanjem opceg zdravstvenog
stanja. (Erdem et al., 2004.) Svjetska zdravstvena organizacija je izradila opSirne
studije koje su razmatrale ucinke teskih metala na zdravlje ljudi. Posljednje studije su
pokazale da zeolit klinoptilolit ima znacajnu sposobnost uklanjanja teSkih metala iz
tijela putem procesa ionske izmjene. Pozitivni ioni metala unutar kristalne reSetke
zeolita u procesu jonske izmjene zamjenjuju mjesta s pozitivno nabijenim toksinima
(metalnim kationima) iz tijela, koji se onda ¢vrsto vezu unutar kristalne reSetke i zatim
se kompletno izbacuju iz tijela. (Pabalan i Beretti, 2001; Rozi¢ et al., 2002.) Zeolit
klinoptilolit uklanja i amonijak iz tijela. (Burgess et al.,2004; Belcheva et al., 2012.)
Takoder, uklanja iz tijela i neke toksine kao Sto su to primjerice fenoli, pesticidi i
mikotoksini. (Khalid et al., 2004.) Klinoptilolit se moze koristiti Cak i kao pomoc¢ za
uklanjanje ksenoestrogenih molekula, plastike, pesticida i herbicida iz vode procesom
adsorpcije. (Tahar et al.,, 2014.) Zeolit ima pozitivan ucinak u nekih zlocudnih,
infekcijskih i autoimunoloskih bolesti. (Pavelic et al., 2001.)

Istrazivanjem imunostimulativhog djelovanje zeolita, dokazano je da se on ponaSa
poput superantigena. Superantigeni mogu poboljSati ili umanjiti imunolosSke reakcije
na veliki broj antigena, prisutnih u vecini oboljenja, posebno kod autoimunih bolesti.
Primjena klinoptilolita u konkretnom objavlienom sluaju korelira s remisijom
karcinoma, tj. potpunim nestajanjem simptoma. (Zarkovi¢ et al., 2003.) U skladu s tim
mozda se moze koristiti i u prevenciji tumora, no to treba dodatno istraziti. Primjena
zeolita kod oboljelih od malignih bolesti u relativno kratkom roku izaziva poboljSanje
opceg stanja i povecanje tjelesne tezine, te dolazi do ublazavanja simptoma bolesti.
(Poljak-Blazi et al., 2001.) Struktura zeolita klinoptilolita poput kaveza i kisikovi atomi
u strukturi koji imaju po jedan ne spareni elektron, privlaCe i deaktiviraju molekule
slobodnih radikala, koje takoder imaju po jedan ne spareni elektron. Zbog toga zeolit
klinoptilolit moze smanijiti razine slobodnih radikala u krvi. Naime, pokazano je
prethodno kako zeolit smanjuje razinu slobodnih radikala u krvi i njihov ucinak na
albumin u uvjetima in vitro (Pellegrino et al. 2011.) Primije¢eno je takoder, da su
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oboljeli od zlo¢udnih tumora koji su uzimali tribomehanicki aktivirani zeolit (TMAZ),
imali poboljSano opc¢e zdravstveno stanje te im je poboljSan totalni antioksidativni
status (TAS). (Ivkovic et al., 2004.)

KliniCki je dokazano da zeolit klinoptilolit mozZe djelovati poput antibiotika, odnosno da
ima mikrobioloSsko djelovanje, jer vezZe bakterije Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli. (Rivera-Garza et al., 2000; Uchida et al.,
1992.) Zbog svoje strukture zeoliti vrlo vjerojatno vezu i pojedine virusne sastavnice
unutar svojih pora ili na svoju povrSinu. Navedenim mehanizmom zeolit klinoptilolit
zaustavlja razvoj mnogih virusnih infekcija ukljuCujuéi Herpes simplex 1i 2, Herpes
zoster, Coxsackievirus B-5, adenoviruse, virus gripe, virusne prehlade, hepatitis C.
(Grece i Paveli€., 2005.) Zeolit veZe i neke od alergena i antigene koji uzrokuju alergije,
astmu i autoimune bolesti kao Sto su multipla skleroza i reumatoidni artritis.
(Andronikashvil., 2009.) Homeostaza je vrlo znacajna za pravilno funkcioniranje
organizma, a znaci odrzavanje stabilnih unutarnjih uvjeta za ispravno funkcioniranje
stanice ili Zivog bi¢a u cjelini. Istrazivanja su potvrdila opravdanost primjene zeolita
kao podrSku u uspostavljanju naruSene homeostaze, te su dokazala da je zeolit
znacajan u stimulaciji i unapredenju regeneracije stanica. (Andronikashvili et al.,2009.)

Uc¢inak na neurodegenerativne bolesti. Smatra se da je velina sluCajeva
Parkinsonove bolesti posljedica interakcije izmedu genetskih i okoliSnih ¢imbenika.
Studije su pokazale da su osobe s Parkinsonovom boleS¢u izlozenije pesticidima i
Stetnim kemikalijama od osoba koje to nisu bile. (Hancock et al., 2008.) Posebno su
al.,1999.) Znanstvena istrazivanja i pojedine kliniCke studije dokazale su da zeolit
povoljno djeluje na funkcionalne poremecaje u neurodegenerativnih bolesnika (ve¢a
snaga, bolja koordinacija pokreta, brzi oporavak misi¢a, optimiziranje rada krvotoka,
bolje opcCe stanje). Primjena zeolita kod multiple skleroze rezultira poboljSanjem
stanja, a posebno dobro reagiraju mladi pacijenti u ranijoj fazi bolesti. Kod terminalnih
faza multiple skleroze gdje su razvijena zariSta u mozgu, rezultati su daleko skromniji.
Povoljan ucinak postize se kod muskularnih distrofija, takoder u ranijoj fazi bolesti.
Postoje istraZivanja o opravdanosti primjene zeolita kod Alzheimerove bolesti. (Candy
et al., 1986.) Pristupi s konvencionalnom terapijom koja iz organizma neselektivno
eliminira i korisne minerale, te koji ne odrzavaju bioloSku ravnotezu, mogu biti ¢ak i
opasni. Stoga je vazna Cinjenica ta da zeolit klinoptilolit poveéava koncentraciju, Si,
Na, K, Ca i Mg, fizioloski esencijalnih mikroelemenata. (Candy et al., 1986.)

Ucinak na gastrointestinalni trakt. Postoje naznake kako prisutnost zeolita
klinoptilolita u gastrointestinalnom traktu povec¢ava adsorpciju i unapreduje produkciju
fizioloSkih crijevnih mikroorganizama, Sto smanjuje mogucénost Zelu€anih problema,
influence i infekcije. (Duncanet al., 2012.) Objavljene klinicke studije nedvojbeno
opravdavaju primjenu zeolita klinoptilolita primjerice, kod gastritisa, Cira na
dvanaestercu i Zelucu. Zeolit regulira probavne tegobe i uspjeSno zaustavlja dijareju.
(Rodriguez-Fuentes et al., 2006.) Rezultati klini€kog ispitivanja upotrebe zeolita u
kompleksnom tretmanu pacijenata s kroniCnim hepatitisom pokazuje takoder da

14



pacijenti s hepatitisom imaju nizi sadrzaj ukupnog bilirubina i ukupnih lipida u jetra u
odnosu na skupinu koja nije uzimala zeolit klinoptilolit, Sto potvrduje tezu predmetne
kliniCke studije da zeolit klinoptilolit ima zastitni u€inak u razvoju toksi¢nog hepatitisa.
(Chuikova i Vozhakov 2005)

Ucéinak na urinarni trakt. Zbog zatajenja rada bubrega dolazi do taloZenja Stetnih
tvari u tijelu, Sto doprinosi pojavi drugih bolesti. NajCeSce ljudi s takvim oSteCenjima
zavrSavaju na dijalizi. LijeCenje dijalizom moze dodatno ugroziti Zivot ovih pacijenata
stoga Sto su ti su bolesnici jako osjetljivi na infekcije. (Uchida et al.,1992.) Uporaba
mikrokapsula koje sadrze pripravak ureaze-zeolita klinoptilolita moZze biti potencijalni
nacin za uklanjanje uree iz krvi. (Cattaneo i Chang .,1991.)

Ucéinak na zglobno-kostane bolesti. Osteoporoza se CeSce javlja u zena nego u
muskaraca, a vrlo rijetko u djece. UobiCajeno je da se javlja kao postmenopauzalna
osteoporoza koja nastaje zbog pada Zenskog spolnog hormona estrogena, a razvija
se 15-20 godina nakon menopauze. Zbog toga je vazno odrzavati koStanu masu prije
menopauze jer je koStana masa u mladosti od odluCujuée vaznosti za veli€inu gubitka
kostane mase u starosti. Zenski spol, bijela rasa, visoka dob i demencija takoder su
Cimbenici rizika za osteoporozu. (Khosla i Hofbauer., 2017.) Zeolit klinoptilolit moze se
koristiti stoga u ovoj grupi pacijenata za povecanje razina Ca, P, Fe, Mn, Mg u Krvi, i
konkomitantno smanjenje razina teSkih metala poput primjerice Cd, Pb, Al. Naime,
povecane razine Ca i P u krvi vazno je u pacijenata s osteoporozom jer su to glavne
komponente potrebne za formiranje kalusa. Stoga bioloSki aktivni zeolit klinoptilolit ima
sve Siru primjenu i u traumatologiji. (Fabiano et al., 2019.) Predklinicke studije na
modelu Stakora s ovarijektomijom su takoder pokazale su da se oralna primjena jedne
vrste klinoptilolita, PMA-zeolita, dobro podnosi i da su markeri kojima se moZze ocijeniti
integritet i kvaliteta kostiju pobolj$ani u tretmanu sa PMA-zeolitom. (Kraljevi¢ et al.,
2021.) Pozitivni rezultati na kosti pokazani su i u klinickoj studiji na ljudima kod kojih
je nakon 5 godina suplementacije s PMA-zeolitom doslo do zna€ajnog pada broja
frakturnih ozljeda u pacijenata s osteoporozom te poboljSanje kvalitete Zivota.
(Kraljevi¢ et al., 2022.)

Ucinci na paradontne bolesti. Klinoptilolitima pozitivni utjecaj na parodontne bolesti.
Najcesc¢i simptomi parodontoze su krvarenje zubnog mesa na dodir ili prilikom pranja
zubi, povlacenje i oticanje zubnog mesa koji ima zarko crvenu ili ljubiCastu boju,
klimavost zuba te pojava parodontnih dZepova. (Jainkittivong et al., 2002.) Klinicka
studija o primjeni zeolita kod lije€enja bolesti usne Supljine pokazala je da je zeolit
jedan od novijih nacina regeneracije, jer ima imunomodulacijsko i antioksidativno
svojstvo, te pojacava protuupalno djelovanje, sto dugoro€no ima povoljan utjecaj na
procese ozdravljenja u cjelini, a posebno na usnu Supljinu. (Morishita et al., 1998.)
Ove pojave je moguce kontrolirati upotrebom zeolita i dodavanjem u zubnu pastu ili
neposrednom primjenom na desni. Ovakvu namjenu zeolita takoder potvrduje
registrirani lijek za dentalnu upotrebu — Zeomin, koji se bazira na zeolitu. (Morishita et
al., 1998.)
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Ucéinak na cijeljenje rana. Otprije je poznato da zeolit klinoptilolit pomaze cijeljenju
rana, posjekotina, ogrebotina i slicnih oSte¢enja koze. Posebno je efikasan za
tretiranje opekotina, kod cijeljenja postoperativnih oziljaka ali i tretmana nekih drugih
patoloskih promjena na kozi. Mikronizacijom zeolita u ultra fini puder postize se
povecanje aktivne povrSine Cime se snazno veze i amonijak koji se oslobada iz
oSteCenih stanica koZe i sluznice. Primjerice, ispitivanje povoljnog utjecaja
tribomehanicki usitnjenog zeolita klinoptilolita na cijeljenje povrsinskih rana na kozi i
sluznici pokazalo je, da zeolit utjeCe na fizioloSki proces cijeljenja povrsinskih rana
koze, bez obzira na etiologiju nastanka rane. (Mc Manus et al., 2007.)

1.2. Metabolicki poremecaji i Secerna bolest

Najvazniji metaboliCki poremecaju danasnjice odnose se na metabolicki sindrom
(MetS) i Secernu bolest odnosno dijabetes (Diabetes mellitus, DM). Metabolicki
sindrom i sindrom inzulinske rezistencije odnosi se na Cest poremeca;j koji ukljuCuje
srediSnju pretilost, sustavnu hipertenziju, inzulinsku rezistenciju, aterogenu
dislipidemiju posebno hipertrigliceridemiju i smanjene razine lipoproteinskog
kolesterola visoke gustoc¢e. Poznato je kako MetS povecava rizik od kardiovaskularnih
bolesti i pripadaju¢e smrtnosti, dijabetes melitus tipa 2 i mozdani udar, a neki aspekti
MetS prisutni su i u bolesnika sa Secernom boleSc¢u tipa 1 Sto povecava smrtnost ili
komplikacije. (Belete et al.,, 2021.) Diabetes melitus (DM) najCeS¢a je skupina
metaboliCkih poremecaja koji pogadaju populaciju s obzirom da je 2021 godine ¢ak
537 milijuna ljudi u svijetu bolovalo od DM. (Rodrigues et al.,2023.)

Poznate su d&etiri vrste Seéerne bolesti:

- diabetes mellitus tipa 1 (T1DM) koji je autoimuna bolest te je uzrokovan
razaranjem beta stanica gusteraCe i posljedicnim apsolutnim nedostatkom
inzulina;

- diabetes mellitus neovisan o inzulinu, poznat kao tip—2 (T2DM), koji je rezultat
je disfunkcije beta stanica u kombinaciji sa sustavnom inzulinskom
rezistencijom;

- gestacijski dijabetes (GDM), javlja se kada tijelo ne moze proizvesti dovoljno
inzulina ili razvije intoleranciju na glukozu tijekom trudnoce i, ako se ne lijeCi
pravilno, mozZe evoluirati u dozivotno stanje T2DM,;

- monogenski dijabetes ili dijabetes s pofetkom zrelosti kod mladih (MODY) i
Cesto se pogresno smatra T1DM ili T2DM, rijedak je tip dijabetesa uzrokovan
promjenama ili mutacijom u jednom genu. (Gaal i Balogh., 2019.) Postoji vise
razloga zbog kojih je uCestalost Secerne bolesti u stalnom porastu, a glavni
Cimbenici porasta incidencije su oni koji direktno ometaju fizioloSku regulaciju
metabolizma glukoze u ljudskom tijelu povrathom spregom koja se temelji na
endokrinoj signalizaciji izmedu gusteraCe, jetra i tkiva koja konzumiraju
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glukozu. (Guyton i Hall., 2003; Gamulin et al., 2002; Rang et al., 2005.) Za
T1DM to su deficijencija vitamina D u trudnoci te hranjenje kravljim formulama
poslije carskog reza u periodu duljem od 6 mjeseci. (Rodrigues et al., 2023.) U
ljeCenju T1DM neophodno je davanje egzogene terapije inzulina.
(Subramanian i Baidal., 2021.)

Incidencija T2MD je takoder u porastu i povezuje se osim s genetskom
predispozicijom sa Cimbenicima poput stresa, smanjene tjelovjezbe, pretilosti,
povec¢anog unosa hrane, neadekvatne prehrane. (Temneanu et al., 2016.) Terapija
T2DM je prvenstveno usmjerena na reguliranje razina glukoze odnosno hiperglikemiju
Sto se prati kontrolom parametra HbA1c koji predstavlja mjeru koli€ine Secera koji je
vezan uz hemoglobin u crvenim krvnim zrncima. Hiperglikemija nije iskljucivo
poremecaj metabolizma ugljikohidrata, vec je to sloZeni metabolic¢ki poremecaj koji
ukljuCuje i disbalans masti, bjelan€evina i elektrolita, a uzrokovan je promijenjenom
funkcijom tkiva koja su zaduzena za stvaranje energije, prvenstveno jetra i masnog
tkiva. Ovo doprinosi poremecaju rada drugih tkiva i organa te pojavnosti mikro i makro
arterijskih bolesti donjih ekstremiteta dijabetiCara. To su primjerice, dijabetiCka
makroangiopatija i kroni¢na stanja kao Sto su pretilost i arterijska hipertenzija.
(Jenkins., 1981.) LijeCenje dijabetesa je stoga vezano uz normalizaciju glikemije,
vjezbanje, gubitak tezine ukoliko je pacijent pretio, te kontrolu komorbiditeta,
uklju€ujuéi hipertenziju, dislipidemiju, nefropatiju i steatozu jetra. (American Diabetes
Associations, 2015.) Jedan od najCesce koristenih lijekova za dijabetes je metformin
(slika 7) koji se nalazi se na popisu esencijalnih lijekova Svjetske zdravstvene
organizacije. (World Health Organization, 2022 dostupno na:
https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/general-
availability-of-metformin-in-the-public-health-sector )

Koristenje ovog lijeka izravno se povezuje s deficitom vitamina Bi12 te je tijekom
lijeCenja potrebna suplementacija B12. (Valdés-Ramos et al., 2015.) Razvijeni su i
mnogi novi lijekovi npr. analozi glukagonu sli¢nog peptida 1 (GLP1), inhibitori dipeptidil
peptidaze 4 (DDP4), glitazoni, glitazari, inhibitori SGLT2, bromokriptin, agonisti
GPRA40. (Velea et al., 2015.)
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Slika 7. Molekula metformin hidroklorida.

Preporuke za kontrolu Secerne bolesti uz standardne lijekove odnose se i na
prehrambenu kontrolu razina Sec¢era u krvi. Primjerice, u prehrani se daju prednost
slozenim ugljikohidratima dobivenim iz cjelovitih Zitarica, jer je eksperimentalno
utvrdeno da program prehrane u kojoj su slozeni ugljikohidrati zamijenjeni saharozom
ili D-fruktozom ima negativan ucinak na inzulinsku rezistenciju. (Cummings i Stephen.,
2007.) Vrijedno je istaknuti da obroci s ugljikohidratima iz krumpira ili obroci s
dekstrozom uzrokuju znacajniji porast razine glukoze nakon obroka, usporedno s
ugljikohidratima iz rize ili pSenice, dok ugljikohidrati iz kruSnih proizvoda pokazuju
intermedijarni odgovor. (Storlien et al., 2000.)

Glikemijski indeks je mjera pomocu koje se ugljikohidratne namirnice svrstavaju prema
njihovom postprandijalnom ucinku (nakon obroka) na razinu glukoze u krvi. S druge
strane glikemijsko opterecenje procjenjuje ukupan ucinak unesene namirnice na
glikemiju te sumira glikemijski indeks s unesenim ugljikohidratima. (Crapo et al.,1997.)
Koncept se temelji na Cinjenici kako se ugljikohidrati s nizim glikemijskim indeksom
sporije apsorbiraju iz crijeva uzrokujuc¢i ravnomjernije postprandijalno oslobadanje
glukoze i smanjeno oslobadanje masnih kiselina koje bi se koristile kao supstrat, Sto
u konacnici rezultira i brzim uklanjanjem glukoze iz krvi. (Crapo et al.,1997.) U skladu
s time preporuca se uzimanje hrane s niskim glikemijskim indeksom zbog povoljnih
u€inaka na smanjenje razine glukoze u krvi. Prema postoje¢im smjernicama,
dijabetiCarima se preporu¢a konzumacija prehrambenih viakana u istim koli¢inama
koje vrijede i za opc¢u populaciju. (Jenkins et al., 2002.) Rezultati istrazivanja istiCu da
hiperglikemija utjeCe i na metabolizam lipida. Uzrok je takoder smanjena koliina
inzulina koja dovodi do poremecaja inhibicije hormon osjetljive lipaze u masnom tkivu
uz pojacanu razgradnju masnih kiselina sto uzrokuje hipetrigliceridemiju. (Evert et al.,
2014.) Dokazano je kako umjereno ili smanjeno uzimanje glukoze u prehrani uvelike
utieCe i na smanjenje hiperlipidemije te posredno i na ukupno smanjenje
kardiovaskularnog rizika u oboljelih od Secerne bolesti. (Ozougwu et al., 2013.)
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Proteinska hrana ne utje€e znatno na postprandijalnu razinu glukoze u krvi, vjerojatno
zbog Cinjenice da je glukoneogenza vrlo spor proces koji zahtijeva vrijeme da bi se
aminokiseline pretvorile u glukozu. (Post et al., 2012.)

Osim prehrambenih intervencija vezanih uz razine i vrstu nutrijenata u hrani, jedino od
rieSenja za smanjenje koli€ine slobodnih radikala u tijelu, smanjenja €imbenika stresa
u dijabetiCara te kontrole simptoma dijabetesa je i povecanje koliine antioksidansa u
prehrani. Vaznu ulogu imaju vitamini C, A i E (Franz,1997; Vrhovac et al., 2008.)
Vitamin D takoder ima znacCajnu ulogu u smanjivanju oksidativnog stresa
najvjerojatnije u sinergiji s melatoninom. (Stryer., 1991.) Blazi elektrolitski disbalans
sastavni je dio Secerne bolesti. Simptomi mogu postati izrazeniji u akutnim
komplikacijama Secéerne bolesti. To se osobito odnosi na dijabetiCku ketoacidozu gdje,
uz glukozuriju, elektrolitskom poremecaju dodatno pridonosi i povracanje. (Gamulin et
al.,2014.) Dolazi do gubitka kalija pa je ukupna koli¢ina kalija u organizmu snizena (ali
povecana u serumu) Sto dalje pogorSava hiperglikemiju. (Fowler., 2009.) U lijeCenju
hiperglikemijskih komplikacija dijabetesa uz nadoknadu inzulina i vode potrebno je
adekvatno nadoknaditi i kalij. Zakljuéno, AmeriCka udruga za dijabetes i Europska
udruga za proucavanje dijabetesa preporucuju dijetu s niskim udjelom ugljikohidrata i
podrzavaju koriStenje kratkotrajnih niskokalori¢nih dijeta za mrSavljenje u dijabeticara.
(Gjo., 2019.).

1.2.1. Medicinski pripravci i dodaci prehrani za kontrolu razine glukoze u krvi

lako je osnova kontrole razine SecCera u krvi i odrzavanje zdravlja tijela pravilna
prehrana, postoji Citav niz ispitivanja razliCitih medicinskih proizvoda i dodataka
prehrani koji mogu pomoci pacijentima s dijabetesom u kontroli razine Secera u Krvi
pa tako i simptoma bolesti. Citav niz istrazivanja je proveden u prac¢enju udinaka
flavonoida iz hrane ili dodataka prehrani u kontroli dijabetesa. Pokazano je tako kako
flavonoidi djeluju na stani¢nu signalizaciju i u konac¢nici mogu pomoci u regulaciji
endogenih razina inzulina. (Oh i Jun., 2014.) Osobito su dobro istrazeni ucinci
flavonoida na ulazak glukoze u stanicu, jetrene enzime, inhibiciju tirozin kinaze,
AMPK, PPAR i NF-kB. (Al-Ishaq et al., 2019.) Medutim, nus pojave i to¢ni mehanizmi
uCinaka flavonoida u pacijenata sa dijabetesom zahtijevaju dodatna istrazivanja.
NajceSce koristeni dodaci prehrani u kontroli simptoma dijabetesa i pripadajuca
kliniCka ispitivanja obradeni su i u radu Hannon i suradnika. (Hanon et al.,2020) U
njihovo je analizi pokazano kako nema pouzdanih dokaza koji bi poduprli koriStenje
mnogih komercijalnin dodataka prehrani za lijeCenje dijabetesa ili njegovih
komorbiditeta. Studije koje su obradene u radu Cesto su bile loSeg dizajna i
nekontroliranih metoda istrazivanja (tablica 2). Kada su u pitanju dodaci prehrani u
kontroli dijabetesa, Americka udruga za dijabetes navodi kako Kkoristenje
suplementacije u obliku vitamina ili minerala u svrhu postizanja optimalnih glikemickih
vrijednosti ili smanjenja rizika od kardiovaskularnih bolesti kod osoba s dijabetesom ili
pred dijabetesom nije preporuCena, osim u onim sluCajevima gdje je eksplicitno
utvrden deficit pojedinog vitamina ili minerala. (Evert et al.,2019.) Sve je viSe i studija
s pozitivnim preliminarnim rezultatima provedenih s ostalim dodacima prehrani poput
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primjerice vanadija i biliaka Gymnema sylvestre, Aloe vera, Momordica charantia (Yeh
et al., 2003.) te probiotika. (Kijmanawat et al., 2019.) Koristenje dodataka poput cimeta
i kurkumina u svrhu poboljSanja glikemijskog stanja kod osoba s dijabetesom iziskuje
jos istrazivanja. (Cortez-Navarrete et al.,2023.) Nadalje, alfa lipoicna kiselina je
dodatak prehrani koji moze pomoci kod dijabetiCke neuropatije i reducirati bol
uzrokovanu oksidativnim oStecCenjima. (https://www.nccih.nih.gov/health/diabetes-
and-dietary-supplements, pristuplieno 30.1.2024.) Krom takoder mozZe pomoc¢i u
poboljSanju glikemijske kontrole kod osoba s T1IDM i T2DM. Dugotrajni ucinci nisu
dovoljno istrazeni, a postoji rizik i od nuspojava kao $to je ostecenje bubrega.

(https://www.nccih.nih.gov/health/diabetes-and-dietary-supplements, pristuplieno
30.1.2024) Kod T2DM nedostatak magnezija direktno utje€e na razinu glikemije, a
moze ometati i sekreciju inzulina te utjecati na inzulinsku rezistenciju.
(https://www.nccih.nih.gov/health/diabetes-and-dietary-supplements, pristupljeno

30.1.2024.) Popularni dodaci prehrani omega-3 masnih kiselina nisu pokazali
oCekivano pozitivno djelovanje na razine glikemije ili na smanjenje rizika od
kardiovaskularnih bolesti kod osoba s T2DM. (Brown, et al. ,2019.)
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Tablica 2. SaZeta tablica u€inaka suplemenata kod dijabetesa adaptirana iz (Hannon

et al., 2020.).

Podrzavaju li rezultati
koriStenje ovog dodatka
Nutrijent za lijeCenje dijabetesa?  Kratki sazetak rezultata studija
(Da, Ne, mjesovito)

Vitamini topivi u vodi

Niacin

Vitamin B6

Biotin

Folat/Foln
a kiselina

Vitamin
B12

Vitamin C

Meta-analiza u randomiziranoj klini¢koj studiji pokazuje
da suplementacija niacinom rezultira pove¢anom
pojavom dijabetesa tipa 2 (T2DM); studije na Zivotinjama
ispitivale su rezultate oksidativhog stresa, tolerancije
glukoze i osjetljivosti na inzulin, s razli€itim rezultatima.

Suplementacija moze olakSati dijabetiCku neuropatiju,
razinu glukoze nataste i endotelnu disfunkciju povezanu
s dijabetesom kod miSeva. Narativni pregled studija na
ljudima zakljucio je da nema Koristi.

Kod zZivotinja je biotin bio u€inkovit samo u kombinaciji s
tieloviezbom. Narativni pregled ispitivanja na ljudima
pokazuje da visoke doze biotina mogu poboljsati razinu
glukoze nataste i funkciju glukokinaze.

Meta-analize su dale proturjeCne nalaze o
suplementaciji folne kiseline za glukozu nataste i HOMA-
IR (engl. Homeostatic Model Assessment for Insulin
Resistance). Suplementacija nije dovela do poboljSanja
HbA1c ili homocisteina, ali je poboljSala debljinu medija
karotidne intime u odraslih s metaboli¢kim sindromom
(MetS-om) i smanijila rizik od mozdanog udara u odraslih
s T2DM kada se istodobno primjenjivala s ACE
inhibitorom.

Suplementacija B12 moze biti vazna kod osoba na
metforminu, jer ovaj lijek smanjuje razinu vitamina u
serumu. Eksperimentalni dokazi ne podrzavaju
suplementaciju B12 za ishode povezane s dijabetesom.

Meta-analize pokazuju da suplementacia moze
poboljdati razinu glukozu nataste i dijastolicki krvni tlak,
ali ne i HbA1c, u odraslih s T2DM. Klini¢ka ispitivanja na
ljudima nisu pokazala nikakvu korist od suplementacije
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Vitamini topivi u mastima

Vitamin E

Krom

Kali

Selen

Natrij

Cink

na razine glukoze nataste, lipide u krvi ili pojavu T2DM,
ali mogu poboljsati simptome tjeskobe. Nalazi dobiveni
na zivotinjskim modelima ukazuju na poboljSanje
antioksidativnog kapaciteta i funkcije T limfocita.

Meta-analize nisu pronasle nikakav uc€inak na markere
dinamike glukoze ili inzulina, s izuzetkom jedne koja
pokazuje poboljSani HbA1C kod ispitanika s
nekontroliranom glikemijom na pocetnoj razini i niskim
poCetnim razinama vitamina E. PoboljSanja iz klini¢kih
ispitivanja na ljudima pokazala su mjeSovite nalaze.
Meta-analiza ispitivanja na ZzZivotinjama pokazala je
znacajna poboljSanja u zacjeljivanju rana.

Meta-analize prikazuju mjeSovite rezultate o kontroli
glukoze, koncentracijama HbA1C i TG. Ispitivanja na
ljudima i zivotinjama pokazala su razliCite rezultate o
HbA1C, inzulinu i oksidativnom stresu. Jedna je meta-
analiza otkrila da je nedostatak kroma povezan s
oStec¢enom tolerancijom glukoze.

Jedno ispitivanje na ljudima zaklju€ilo je poboljSanja
glukoze nataste, ali ne i oralni test glukoze (OGTT)
nakon suplementacije, unato povecanju tezine.
Debljanje.

Nema poboljSanja u riziku od dijabetesa u meta-
analizama. Klinicka ispitivanja na ljudima sugeriraju
poboljSanja glukoze, inzulina, inzulinske rezistencije,
lipida u krvi i upale. Pokusi na zivotinjama pokazuju
poboljSanja aktivnosti antioksidativnih enzima, glukoze u
krvi i osjetljivosti na inzulin.

U jednom ispitivanju na ljudima, GLP-1 je poboljSan, ali
nema drugih mjerenja povezanih s dijabetesom. Pokusi
na zivotinjama pokazuju poboljSanja u kontroli glukoze,
mjerenju inzulina i tjelesnoj tezini.

Meta-analize su zakljuCile poboljSanja razina glukoze
nataste, HbA1c, inzulina nataste i markera dijabetic¢ke
ozljede bubrega. Randomizirane kliniCke studije na
ljudima pokazale su mjeSovite, ali uglavhom pozitivhe
uCinke suplementacije na smanjenu progresiju
dijabetesa u preddijabetesu, poboljSanja glukoze
nataste, OGTT-a, inzulinske rezistencije i lipida u krvi.
Ispitivanja na Zivotinjama ukazuju na potencijal cinka da
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Aminokiseline

Beta-
Alanin

Taurin

I-Leucin

Ostalo

Kafein

Dijetalna
vlakna

pojaca lijeCenje metforminom, druge pozitivne u€inke na
kontrolu glukoze, inzulin i oksidativni stres.

Moze neizravno poboljSati komplikacie T2DM
povecanjem intramuskularne koncentracije karnozina.

Unakrsna ispitivanja na ljudima nisu pokazala ucinak na
osjetljivost na inzulin ili agregaciju trombocita. Rad na
Zivotinjama ukazuje na potencijalnu korist za
komplikacije ukljuCujuc¢i dijabetiCku retinopatiju i
endotelnu disfunkciju, ali mjeSovite rezultate za razinu
glukoze nataste, funkciju beta stanica i toleranciju na
glukozu. Narativne recenzije navode potencijal taurina,
ali nedostaju klini¢ka ispitivanja.

Randomizirana klini¢ka studija u ljudi ne pokazuje korist
u poboljSanju HbA1C ili inzulinske osjetljivosti. Studije na
zivotinjama dokazale su poboljSanja glukoze nataste i
OGTT, ali mjeSovite u€inke na inzulinsku rezistenciju.
Suplementacija nije poboljSala proizvodnju inzulina iz
gusteraCe. Narativni pregledi zakljuCili su mjeSovite
rezultate o homeostazi glukoze.

Randomizirana klinicka studija na bolesnicima s
dijabetesom tipa 1 (T1DM) pokazuje da kofein moze
ublaziti pad glikemije nakon vjezbanja, ali takoder moze
rezultirati hipoglikemijom s kasnim po¢etkom. Studija na
zivotinjama nije pokazala nikakvu korist za agregaciju
trombocita ili ATP signalizaciju.

Ispitano je mnogo razli€itih izvora vlakana. Rezultati
meta-analize pokazuju pobolj$anja u HbA1C, HOMA-IR
i razinama inzulina nakon suplementacije topivim
vlaknima. Randomizirane klinicke studije kod ljudi
pokazale su dobrobiti topivih vlakana na razinu glukoze
u krvi nakon jela i nataste, ali ne i intravenoznu
toleranciju glukoze. Randomizirani testovi na zZivotinjama
ispitivali su razli¢ita topiva vlakna i prebiotike i pokazali
dobrobiti u tjelesnoj
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teZini, hiperglikemiji, hiperinzulinemiji i mikrobnoj
raznolikosti. Nekoliko narativnih recenzija o prebioticima
ukazuje na njihovu korist za mikrobnu raznolikost i
poboljSanja koncentracije glukoze i inzulina.
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Randomizirana klinicka studija kod ljudi pokazuje
mjeSovite uCinke na profile adipokina. Ispitivanja na
Zivotinjama ukazuju na dobrobit za inzulinsku osjetljivost
Protein nakon suplementacije beta-konglicininom; ali
suplementacija glukozamina izazvala je inzulinsku
rezistenciju. Narativni pregled sugerira da mlijecni
proteini mogu poboljSati postprandijalnu glukozu.

Dodatak konjugirane linolenske kiseline smanjio je
osjetljivost na inzulin kod muskaraca s pretiloSc¢u, ali je
Trans poboljSao izluCivanje inzulina u studijama na
masti zivotinjama, unato€ drugim mjeSovitim rezultatima.
Trans-vakceni¢na kiselina poboljSala je osjetljivost na
inzulin kod Stakora.

1.2.2. Zeoliti kao oralni medicinski pripravci

Zeoliti, osobito zeolit klinoptilolit, se zadnjih desetlje¢a sve vise koriste u medicini kao
proizvodi za vanjsku uporabu i oralnu suplementaciju. (Kraljevi¢ et al., 2018) Kao
oralni suplementi pokazali su znaCajne pozitivne u€inke na kosti u klinickoj studiji na
pacijentima s osteoporozom (Kraljevi¢ et al., 2022.), na status probavnog sustava
(Lamprecht et al., 2015.) te na opée stanje pacijenata s karcinomom kolona
podvrgnutih kemoterapiji karboplatinom (Vitale et al., 2020; Vitale et al., 2022.) Zeoliti
su za razliku od vecine standardnih lijekova i dodataka prehrani, a koji su mahom
organske molekule (male molekule, protutijela, vitamini, flavonoidi, vlakna itd.) bilo
sintetskog ili prirodnog podrijetla, anorganski minerali velike stabilnosti koji nakon
oralnog unosa u probavni sustav ne ulaze u krv i ne metaboliziraju se kao ostale
organske molekule koje se oralno unose u tijelo. Stoga je njihov uCinak najprije lokalni
u probavnom sustavu, a potom sistemski s obzirom da se ucinci o€ituju kao posljedica
detoksikacijskih i adsorptivnih uCinaka u probavnom traktu, otpustanja topivih
silicijskih formi u tijelo, mogucih neistrazenih interakcija s mikrobiomom ali aktivacije
imunoloskog odgovora najvjerojatnije mehanizmom superantigena kroz Peyerove
ploCe. (Kraljevi¢ et al.,, 2018.) Zeoliti su u manjem broju studija istrazeni i kao
supstance za kontrolu simptoma dijabetesa. Primjerice, zeolit klinoptilolit je u jednoj
studiji na miSevima s pretilo§¢u izazvanom visokim udjelom masti i DM tipa 2, unosom
prehrane s 10% zeolita potisnuo je porast tjelesne tezine, kao i teZine jetre i visceralne
masnoce, bez ikakvih promjena u unosu hrane i energije. U studiji je pokazano kako
su se i razine lipida u plazmi i glukoze u krvi nataSte smanjivale su se paralelno s
unosom zeolita. (Kubo i Kawai., 2021.) Sli¢no je u studiji Sultana i suradnika istrazen
uCinak sintetskog zeolita na dijabetiCke Stakore s pozitivnim rezultatima nakon 6
mjeseci suplementacije i opserviranim smanjenjem razina glukoze, lipida,
fragmentacije DNA, alanin aminotransferaze (ALAT), aspartat aminotransferaze
(ASAT), uree, kreatinina, malondialdehida (MDA) i dusSikovog monoksida (NO).
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(Sultan et al., 2021.) Nanocestice zeolita tipa Linde A s cerijem inkorporirane u
hidrogel uspjesSno su upotrijebljene i u terapiji dijabetic¢kih rana. (Qi et al., 2021.)
Posebno je zanimljiva moguénost uporabe prirodnog zeolita klinoptilolita u kontroli
razina glukoze u krvi, stoga $to se radi o netoksi€nom materijalu €ija fizikalno-kemijska
svojstva indirektno mogu djelovati na klju¢ne putove uklju€ene u razvoj metabolickog
sindroma i dijabetesa, a to su prije svega antioksidativni u€inak koji umanje djelovanje
stresora i slobodnih radikala u tijelu te antinflamatorni u€inak (slika 8).

Perzistentni
stresori

v’ Izbjeljivanje smedih adipocita i

apoptoza stanica raler——
Promjena

v Nastanak fibroti¢nih lezija i
stanicne

signalizacije

Lucenje
adrenalina i UPALA (TNF-C(, JNK(N)ﬂf.pr’ala
noradrenalina IL-6, IL-1B) masn; tkivo'

rezistentno
' na inzulin
B e

v'Hipertrofija visceralnih adipocita
v'M1 polarizacija makrofaga i infiltracija

Lucenje
kortizola

proinflamatornih T-stanica
v'Povecana lipoliza
v'Ekspresija kortizol reduktaze (11B-HSD1)

Slika 8. Klju¢ni procesi uklju€eni u razvoj metabolickog sindroma i dijabetesa koji
se aktiviraju djelovanjem perzistentnih stresora.

1.2.3. In vivo modeli za istrazivanje bioloskih uéinaka medicinskih proizvoda

Sigurnost i uCinkovitost medicinskih proizvoda, bilo da se radi o lijekovima ili drugim
medicinskim proizvodima moze se dokazati samo kroz opsezna ispitivanja na ljudima
odnosno Klinickim ispitivanjima. Medutim, prije razvoja novog lijeka ili medicinskog
proizvoda i testiranja u klinickom okruzenju na ljudima, odnosno prenamjene u
indikaciji postojecih lijekova ili medicinskih proizvoda eksperimentalno, potrebno je
dobiti dokaze o mehanizmima djelovanja, ucinkovitosti i sigurnosti. To se u pravilu
provodi eksperimentima in vitro na stani€nim kulturama, tkivima i organoidima, u novije
vrijeme i in silico uz pomo¢ racunalnih programa te in vivo na Zivotinjskim modelima.
(Mukherjee et al.,2022; Loewa et al.,2023.)

In vivo modeli koriste se za pokuse na zivim organizmima. Oni su klju¢ni za razvoj
medicinskih proizvoda, postupka i novih vidova terapije. Proces odabira Zivotinjskog
modela za biomedicinska istrazivanja nije jednostavan s obzirom razli€iti modeli
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zivotinja imaju i specificna ograni¢enja. Primjerice, pri odabiru valja voditi racuna o
slicnosti fizioloSkih aspekata, poput primjerice probave ili reprodukcije, odabrane
zivotinjske vrste i Covjeka. Do sada se u istraZivanjima zbog odredenih aspekata
slicnosti s Covjekom najvise koriste vrste Drosophila (insekt), Danio rerio (riba),
Caenorhabditis elegans (nematoda), te sisavci poput glodavaca, macaka, pasa, svinja
i majmuna. Osobito su glodavci pogodni kao modeli istrazivanja lijekova i medicinskih
proizvoda zbog genetske, bioloske i bihevioralne sli¢nosti s ljudima. (Fox et al., 2017.)
Kada bi bilo jednostavno utvrditi koja su to svojstva potrebna da se pronade takva tvar
koja djeluje terapijski ili bioloski in vitro, a da je aktivna i in vivo, tada bi otkrice lijeka
bi bilo daleko jednostavnije, pouzdanije i ubrzala bi se proizvodnja. (Lipinski i Hopkins.,
2004.) No to nije tako, te je i opravdanosti uporabe Zivotinja u znanstvenim
istrazivanjima kojima je krajnji cilj korist za Covjeka, iako predmet brojnih
biomedicinskih rasprava, joS uvijek vazna za razvoj sigurnih lijekova i medicinskih
proizvoda. Razvojem znanstvene, strucne i druStveno-moralne svijesti, razvili su se i
etiCki standardi za koriStenje Zivotinja u eksperimentalne svrhe. (Alfaro., 2005.) Prema
Medunarodnim nacelima za biomedicinska istrazivanja na Zivotinjama, postupke koji
mogu prouzroCiti vise od trenutne ili minimalne boli, potrebno je provoditi uz prikladnu
sedaciju, analgeziju ili anesteziju. Isto tako, postavljaju se pravila i pri usmréivanju
zivotinja na kraju pokusa. Prilikom odabira najprikladnijeg nacina eutanazije treba
voditi raCuna o vrsti, starosti, veliCini i broju zivotinja, dostupnosti farmakoloskih
sredstava i odgovarajuce opreme, te vjestini osobe koja provodi eutanaziju. (Alfaro.,
2005.) Takoder, pri odabiru modela vodi se raCuna o nacelima poznatima kao tzv. "3R
model" od engleskih rijeCi Replacement (zamjena modela), Reduction (smanjenje
broja zivotinja), Refinement (poboljSanje modela), Cije je provodenje i pridrzavanje
propisano razli¢itim medunarodnim deklaracijama o etici pokusa na laboratorijskim
zivotinjama. Pridrzavanje nacela 3R modela tijekom planiranja i provodenja pokusa
na Zivotinjama bitno pridonosi moralnoj, a takoder i znanstvenoj kvaliteti istrazivanja.
(Alfaro, 2005.) Nakon uvodenja 3R modela uocen je pokazatelj promjene stava o
uporabi zivotinja u znanstvenim istrazivanjima, tako Sto je smanjen broj koriStenih
Zivotinja, prisutan u razli€itim omjerima po pojedinim zemljama. U zapadnoeuropskim
zemljama, u posljednjih 20 godina ukupan broj koriStenih Zivotinja se prepolovio. Broj
primata ostao je nepromijenjen, a za male glodavce nema pouzdanih podataka.
Upravo bi, medutim taj podatak bio zna€ajan, obzirom da od ukupnog broja Zivotinja
u znanstvenim istrazivanjima, 80-85% cine miSevi i Stakori, dok 1-10% otpada na
ostale glodavce, ptice i ribe, a manje od 1% na pse, macke i primate. U SAD-u se,
medutim, psi zamjenjuju drugim vrstama Zzivotinja, poput svinja, krava i sl., dok su u
Kanadi ribe zamijenile velinu sisavaca, posebno u toksikoloskim istrazivanjima.
(Mukerjee., 2007.) Zemlje u kojima su istrazivanja na transgeni¢nim zivotinjama
intenzivna i s tendencijom porasta, osnivaju nacionalna tijela zaduzena posebno za
etiCka pitanja u svezi transgenicnih Zivotinja, te uskladivanje istih unutar Europske
unije. Neke prednosti zivotinjskih modela koji se koriste u svrhu razvoja lijekova i
medicinskih proizvoda prikazana su u tablici 3.
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Tablica 3. Biomedicinski znacaj i ograni€enja malih Zivotinjskih modela (tablica
adaptirana iz (Mukherjee, 2022)).

Model Vaznost i limitacije

Stakor (Rattus Jednostavan uzgoj, rukovanje, manje brige o uzgoju. Nemaju
norvegicus domestica) genetske varijacije kao ljudi zbog uzgoja medusobnim
i miS (Mus musculus) krizanjem, nisu prikladan model za prou¢avanje upale.

Pogodni za istrazivanje metabolizma kolesterola, model

astme, feto-placentalni razvoj i porodaj, prouCavanje
Zamorac (Cavia Alzheimerove bolesti, istrazivanje tuberkuloze, prou¢avanje
porcellus) cjepiva. Visoke fenotipske varijacije, istraZivanje ebole na
zamorcima ograniceno je zbog slabog infektivnog potencijala
virusa.

lzvrsno za reproduktivha istrazivanja zbog strogog
Hr€ak, posebno zlatni progesterona, ali ne i estrogena, kratkog gestacijskog
hr€ak (Mesocricetus  razdoblja, jedinstvene anatomske znacajke poput labavog
auretus) potkoznog prostora, vazno za studije mikrocirkulacije, model
raka, model infekcije za leptospirozu, studije cjepiva.

Dobar model za kirurSki induciran osteoartritis, model
Zec (Oryctolagus zacjeljivanja rana, istrazivanje lijekova, model astme, model
cuniculus) kolesterola, model kardiovaskularnin bolesti, model
Alzheimerove bolesti.

Vazan za prouCavanje zglobnih defekata, ortopedskih
Kopitari (Equus) modela, tendinopatija, modela astme, reproduktivnih
modela. No, potrebni su veci troSkovi njege.

Vazni za prouCavanje Zenskog reproduktivnog modela,
Govedo (Bos taurus) problema vezanih uz trudno¢u, modela tuberkuloze. No,
potrebni su veci troSkovi njege.

Potencijal za ortopedske studije, mehaniCki uredaji za
Koza (Capra hircus)  potporu cirkulacije, model za promjenu spola izmedu Zena i
muskaraca.

Jednostavan model za rad, jednostavno uzimanje uzoraka,
fizioloSka i anatomska priroda slicna je ljudskoj, dobra za
kirurS8ki model za kosti i zacjeljivanje rana, model astme,
sr€anu patologiju, razvoj cjepiva.

Ovca (Ovis aries)

Vazni modeli za astmu, pretilost, dijabetes melitus tipa 2,

Macka (Felis cat
acka (Felis catus) HIV, cerebralnu paralizu.

Narkolepsija, hemofilja B ili nasljedne bolesti, rak,

Pas (Canis familiaris) . . . .77 « .
istrazivanje miSi¢no-kostanog sustava itd.
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Model Vaznost i limitacije

Velika veliCina legla, slicnija ljudskoj fiziologiji, vazna za
Svinja (Sus scrofa) kardiovaskularne studije, Alzheimerovu bolest,
aterosklerozu, dijabetes melitus tipa 2, rak dojke itd.

U istrazivanju hipertenzije, dijabetesa i pretilosti najviSe se koriste Stakori i miSevi iz
skupine glodavaca. (Raut i Bandawane., 2018.) Tome su razlozi $to glodavci dobro
podnose razliCite vrste prehrane, osobito Stakori Wistar i Sprague-Dawley. (Marques
et al., 2016.) Stakori hranjeni hranom bogatom mastima primjerice, mogu razviti
potpuni fenotip MetS. (Cheng et al., 2017.) Tijekom razvoja MetS modela, vazno je
voditi raCuna i o sastavu i kombinaciji ugljikohidrata pri ¢emu se Cesto koriste D-
fruktoza (Ajiboye et al.,2016.) i saharoza. (Wong et al., 2016.) Modeli MetS se mogu
razviti koriStenjem lijekova ili kemijskih supstanci, kao 3$to su glukokortikoidi,
antipsihotici, aloksan i streptozotocin. MetS modeli takoder mogu biti genetski
modificirane Zivotinje, na primjer knock-out miSevi za leptin ili receptor za leptin,
Zucker dijabetiCki masni Stakori, DahlS.Z-Leprfa/Leprfa Stakori, Goto—Kakizaki Stakori,
pretili spontani hipertenzivni Stakor (Koletsky Stakor) i POUND miSevi. (Gunawan et
al., 2021.) Pracenje razine glukoze u krvi u bazalnom stanju ili nakon Zzeljene
stimulacije stoga je vazan dio istrazivanja potencijalnih ucinaka lijekova ili medicinskih
proizvoda koji se koriste u takvim klinCkim aplikacijama i istrazivanjima. Primjerice,
oralni test tolerancije glukoze (OGTT) i test inzulinske rezistencije (ITT), koriste se za
karakterizaciju metaboli¢kog fenotipa, statusa glukoze u krvi i istrazivanje promjena u
metabolizmu glukoze. (Ayala et al., 2010.)
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2. CILJEVII HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Cilj ovog doktorata je bio istraziti i kvantificirati svojstvo adsorpcije D-glukoze iili
interakcije s D-glukozom zeolita klinoptilolita u vodi i modelnim otopinama Zzelucai
crijeva kiselog pH u uvjetima in vitro i in vivo u kontekstu moguc¢e medicinske primjene
zeolita klinoptilolita u ljudi.

Kako su adsorptivna svostva i svojstva interakcije u uskoj vezi sa svojstvima povrsine
zeolitnog materijala specificni ciljevi rada bili su:

e Analizirati svojstva i promjene povrSine mikroniziranog klinoptilolita u vodi i
modelnim otopinama Zelucai crijeva uz pomoc elektronske mikroskopije (SEM)
i elementne analize povrSine materijala (EDS);

e Analizirati adsorpcijska ili interakcijska svojstava povrSine mikroniziranog
klinoptilolitnog materijala za D-glukozu in vitro u vodi i modelnim otopinama
Zelucai crijeva uz pomoc elektronske mikroskopije (SEM) i elementne analize
povrsine materijala (EDS);

o Kvantificirati svojstva adsorpcije i/ili interakcije zeolita Kklinoptilolita s D-
glukozom uz pomo¢ metode tekucinske kromatografije ultra visoke moci
razlu€ivanja UHPLC;

e Validirati svojstvo adsorpcije D-glukoze ili interakcije s D-glukozom
klinoptilolitnih materijala u uvjetima in vivo na miSevima mjerenjem razina D-
glukoze u krvi.

Hipoteza pretpostavlja vezanje ili interakciju D-glukoze s povrSinom zeolita

klinoptilolita, te odvijanje tog procesa i uvjetima in vivo Sto Ce se ogledati u smanjenju
razine D-glukoze u krvi miSeva.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Zeolitni materijali

Zeoliti koji su se koristili tijekom istrazivanja dobiveni su iz prirodnog zeolita
klinoptilolita. Zeolite je donirala tvrtka Panaceo International Active Mineral Production
Gmbh, Austrija. Sintetski Zeolit A (ZA) je od A. + E. Fischer-Chemie (Njemacka).

Oblici prirodnog zeolita klinoptilolita koji su se koristili tokom istrazivanja su:

- Tribomehanicki Aktivirani Zeolit klinoptilolit — TMAZ
- Panaceo Mikroaktivirani zeolit klinoptilolit - PMA
- Panaceo Mikroaktivirani zeolit klinoptilolit pomocu Oksigenizacije-PMAO2

Prirodni zeolit klinoptilolit TMAZ je dobiven tribomehani¢kom aktivacijom uz pomoé
patentiranog uredaja (Patent:PCT/1B99/00757). Ovaj postupak aktivacije prirodnog
zeolita klinoptilolita i dobiveni TMAZ zeolit, zasti¢en je patentima HR P990263 A2;
US2013/0119,174 A1; WO 2000/064,586 A1; DE 10200688 A1. PMA je dobiven
tehnologijom dvostruke aktivacije. To je tehnika koja koristi viSestruko sudaranje
Cestica velikih brzina kroz vrtloge koji se generiraju pomoc¢u sedam kruznih redova
lopatica pri€vrS¢enih na dva proturotirajuca diska, dok su suprotno rotirajuci diskovi
postavljeni tako da Cestice moraju proci sve redove lopatica sa centrifugalnom silom.
Opisani postupak izvrSava se dva uzastopna puta. Ovaj PMA zeolit dobiven
dvostrukom mikronizacijom registriran je i u Europskoj uniji kao medicinski proizvod
(registracija prema direktivi: European directive 93/42/EEC). PMAO2 je dobiven istom
tehnologijom kao i PMA uz dodatak medicinskog kisika tijekom usitnjavanja. Materijali
i procedure za njegovu pripremu PMA zasticeni su patentom. (Patent broj: 16 202
000.2) [100] (Kraljevi¢ et al., 2017 ) Kemijski sastav materijala prema specifikacijama
proizvodaca koristenog za pripremu TMAZ, PMA i PMAQO2: SiO2: 65,0 - 71,3% ; Fe20sa:
0,7 - 1,9%; Al203: 11,5 - 13,1 ; MgO: 0,6 - 1,2%; CaO0: 2,7 - 5,2% ; Na20: 0,2 - 1,3%;
K20: 2,2 - 3,4% ; TiO2: 0,1 - 0,3%. Mineraloski sastav: klinoptilolit 86%, kvarc 2%;
kristobalit 6% ; biotit: 5%, ilit, feldSpar i karbonatni minerali — u tragovima. TeSki metali:
Pb<14mg/kg; Hg<3 mg/kg; As<1.5mg/kg; Cd<0.5mg/kg; Co<5mg/Kg;
Va <10 mg/ kg; Ni <20 mg / kg. lonska selektivnost: Cs*> NH4* > Pb?* > K* > Na* >
Ca?* > Mg?* > Ba?* > Cu?*> Zn?*

D-glukoza, D-fruktoza, saharoza i laktoza su od proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD),
NaCl- od Sigma Aldrich (St. Louis, MO, SAD), HCI 37% od Gram Mol d.o.o. (Hrvatska),
Milli-Q voda (mQ H20) je dobivena pomocu povezanih sustava ultraciste vode
(GenPure UV-TOC/UF xCAD plus) i Milli-Q sustava za proc€iS¢avanje vode (<0,055
puS/ecm,Milli-Q model Pacific Tll 12; Thermo Fisher Scientific, SAD).
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3.1.2. Priprema suspenzija i otopina

Suspenzije zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u mQ H20 pripremljene su u masenoj
koncentraciji 5 g/L zeolita u mQ H20, pH = 7,18. Za model Zeluane otopine
pripremljen je sustav 7 mL/L 37% HCI i 2 g/L NaCl; pH = 1,94 a za model crijevne
otopine sustav 8,649 g/L NaCl; pH = 5,7. Otopina D-glukoze je pripremljena u
koncentraciji 40 g/L u mQ H20. Za pokuse kvantifikacije vezanja D-glukoze na zeolite,
pripremljene su i kontrolne otopine D-fruktoze, saharoze i laktoze u konecntracijama
40 g/L u mQ H20.

Suspenzije zeolita u mQ H20 su pripremljene na sobnoj temperaturi, te nakon
pripreme vorteksirane 1-2 min (Vorteks 3 IKA, Njemacka). Potom su uzorci mijeSani
30 min na elektromagnetskoj mijesalici (IKA basic, Njemacka), pri 800 rpm. Ovako
pripremljene suspenzije inkubirane su u mraku 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon 24
h inkubacije, supernatant je odvojen od taloga dekantacijom, te je dobiveni
supernatant centrifugiran na 4000 rpm (Eppendorf 5810 R, Njemacka) pri 4 "C, 30 min.
Preostali supernatant ponovno je centrifugiran na 14000 rpm (centrifuga Eppendorf
5427 R, Njemacka) pri 4 °C, 30 min te pri 140000 rpm (mikro-ultracentrifuga, Thermo
Fisher Scientific, Njemacka) pri 4 'C, 30 min. Svi dobiveni talozi i supernatanti
analizirani su uz pomo¢ SEM i EDS. Isti postupak analize proveden je za suspenzije
zeolita uz dodatak D-glukoze no samo do koraka centrifugiranja pri 4000 rpm.
Eksperimentalni dizajn za studije adsorpcije D-glukoze bio je sljedeci:

- Kontrola 1: ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 suspenzije zeolita (zeolit dodan u mQ
H20 pri masenoj koncentraciji od 40 g/L)
- Kontrola 2: otopina D-glukoze pri koncentraciji od 40 g/L u mQ H20
- Ispitni uzorci suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAQO2 + otopina D- glukoze.
Svi talozi i supernatanti su analizirani elektronskom mikroskopijom SEM u kombinaciji
s EDS kao sto je opisano u poglavlju 3.2. Metode.

3.2. Metode

3.2.1. Analiza povrsine skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM)
i energijom disperzivne rendgenske spektroskopije (EDS)

Skenirajuéi elektronski mikroskop (SEM) koristi se za prou€avanje povrSine ¢vrstih
tijela i dobivanje informacija o njihovoj morfologiji i topologiji. (Nyankson et al., 2018.)
Takoder, elementna analiza uz pomoc¢ EDS daje informacije o elementnom statusu na
povrsini materijala ili tijekom istrazivanja adsorpcije malih molekula. (Turp et al., 2020.)
Povrsinske analize frakcije zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 u mQ Hz0, radene su na
JEOL FE-SEM instrumentu (JSM-7800F PRIME, JEOL Ltd., Tokio, Japan),
opremljenim EDS detektorom (X-MAX80 Aztec, Oxford instrumenti,UK). Uzorci zeolita
ili zeolitnih suspenzija stavljeni su na drza¢ uzorka s karbonskom pastom. Naponi
ubrzanja za SEM i EDS primijenjeni su na 5 kV. Za EDS mijerenja, odabrano je 5
razli€itih mjesta za procjenu reprodukcije rezultata. Konkretno, za studije povrSine
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materijala (SEM i EDS), mijeSanjem su pripremljene suspenzije zeolita (ZA, TMAZ,
PMA, PMAQ?2), u koncentraciji 5 g/L, svaka vrsta zeolita u mQ H20.

Suspenzije zeolita uz dodatak otopine D-glukoze analizirane su skenirajuéim
elektronskim mikroskopom QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektorom
(SEM) i EDS detektorom OXFORD PENTA FET (Thermo Fisher Scientific, SAD) za
odredivanje kemijskog sastava uzoraka. Uzorci su stavljeni na karbonske diskove
(karbonsko ljiepilo diskovi 12 mm, AGAR Scientific, UK) do potpunog suSenja. Nakon
1 h, osuseni uzorci skenirani su SEM-om pomocu detektora niskog vakuuma i slike su
dobivene u rasponu povecanja od 5000 do 20000x uz vakuum (100 Pa).

3.2.2. Analiza teku¢inskom kromatografijom ultravisoke ucinkovitosti
(UHPLC)

Kvantifikacija D-glukoze, D-fruktoze, saharoze i laktoze u supernatantu je izvedena
UHPLC kromatografijom s obzirom da se metoda standardno koristi za kvantifikaciju
adsorpcije malih molekula na zeolit u razli€itim aplikacijama. (Rubashvili et al., 2019).
Analiza je provedena na instrumentu za tekucinsku kromatografiju (Agilent 1260
Infinity 1l SFC/UHPLC hibridni sustav, SAD) s kolonom Hi-Plex Ca(Agilent
Technologies, 8 um, 300 mm x 7,7 mm, SAD). Kao mobilna faza koristila se mQ H20.
Protok 0,5 mL/min. Vrileme analize 30 min, temperatura u koloni 85 °‘C, sobna
temperatura autosamplera, detektor Rl 31 °C, volumen injekcije 10 pL. Kontrole (mQ
H20 i otopina D-glukoze, D-fruktoze, saharoze i laktoze podeSene su na koncentraciju
od 2 mg/mL) i uzorci (PMA-zeolit i D-glukoza u 2 mg/mL). ZA, TMAZ, PMA, PMAO2
supernatant dobiven je centrifugiranjem suspenzije zeolita 40 g/L, centrifugiranjem pri
4000 rpm. Svi su uzorci ubrizgani u instrument u tehnickom duplikatu. Kalibracijska
krivulja za kvantifikaciju D-glukoze, D-fruktoze, saharoze i laktoze, konstruirana je
koristenjem otopine D-glukoze, D-fruktoze, saharoze i laktoze u mQ H20 pri
koncentracijama 2, 1,5,1, 0,25, 0,125, 0,025 mg/mL.

3.2.3. Mjerenje razina D-glukoze in vivo

Pokusi in vivo izvedeni su na Zenkama miSeva C57BL/6 Zgr/Hr. Zivotinje su na
poCetku pokusa bile stare 3-4 mjeseca. U svakoj skupini koristeno je Sest miSeva po
eksperimentu. MiSevi su dobiveni iz jedinice za eksperimentalni rad Zivotinja Instituta
Ruder Boskovi¢. Tijekom eksperimentalnog razdoblja drzano je Sest Zivotinja po
kavezu. Dna kaveza prekrivena su piljevinom (Scobis Uno®, Mucedola srl, ltalija).
KoriStena je standardna hrana za laboratorijske miSeve (4RF 21 GLP® Mucedola srl,
ltalija). Pristup hrani i vodi bio je ad libitum. Zivotinje su se uzgajale u uobiajenim
uvjetima: ritmovi svjetla/tama od 12/12 sati, temperatura od 22 °C, a vlaznost zraka
55%. Svi pokusi izvedeni su prema smjernicama Instituta za istraZivanje laboratorijskih
zivotinja - ILAR Guide for the Care i koridtenje laboratorijskih zivotinja, EU Direktiva
2010/63/EU, i hrvatskom zakonu o zastiti Zivotinja (NN 102/17). Sve postupke koji su
se izvodili na Zivotinjama odobirilo je Eti€ko povjerenstvo Ministarstva poljoprivreda i
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Sumarstvo Republike Hrvatske — UP/I-322-01/21-01/49. Oralni test tolerancije D-
glukoze (OGTT) ili test optere¢enja glukozom izveden je prema sljede¢em dizajnu:

¢ Negativna kontrola

e Pozitivna kontrola 1 — PMA zeolit 4 g/kg

e Pozitivna kontrola 2 — otopina D-glukoze 2 g/kg

e Protokol 1 — Tretman PMA zeolitom 4 g/kg dnevno tijekom 72 h. 24 h nakon
posljednje primjene otopine PMA daje im se D-glukoza 2 g/kg.

e Protokol 2 — primjena otopine D-glukoze 2 g/kg + PMA zeolit 4 g/kg istovremeno

U pokusu su koristene svjeze pripremljene otopine D-glukoze i suspenzije PMA zeolita
u sterilnoj vodi. Pripremljeni uzorci su finalno aplicirani u volumenu 10mL/kg tjelesne
tezine miSeva. Prije primjene D-glukoze, miSevi su bili na taste 12 h. Krv je uzorkovana
iz lateralne repne vene pomocu lancete. PoCetne razine D-glukoze izmjerene su
pomocu Start Strip Xpress (Nova Biomedicinski) glukometra. Potom se oralno
aplicirala D-glukoza i njezina razina u krvi odredena je u vremenskim tockama od 15,
30, 60 i 120 min. Nakon konzumacije, koriste¢i metodologiju opisanu za odredivanje
bazalne koncentracije glukoze, odredena je i aktualna koncentracije glukoze u krvi.
Zivotinje su zatim anestezirane pomocu 3% izoflurana. Nakon $to je potvrdeno da je
zZivotinja pod dubokom anestezijom (bradikardija, odsutnost palpebralnog i kornealnog
refleksa), Zivotinje su zZrtvovane rezanjem vratne vene, a sakupljena se krv koristila za
daljnje kvalitativne i kvantitativne biokemijske pretrage tako Sto je skladiStena u
epruvetama s 10 yL EDTA za analizu cijele krvi i 100 yL pune krvi za heparinske
testove jetra. Testovi pune krvi napravljeni su na automatskom hematoloSkom
analizatoru BC-30 Vetfor (Mindray, Shenzhen Kina): bijele krvne stanice (WBC);
crvena krvna zrnca (RBC); hemoglobin (HB);hematokrit (HCT); srednji korpuskularni
volumen (MCV); srednji korpuskularni hemoglobin (MCH); srednja koncentracija
korpuskularnog hemoglobina (MCHC); trombocitni kriticni (PCT); Sirina distribucije
crvenih krvnih zrnaca (RWD). Jetrene probe su napravljene na RC klinickom
kemijskom analizatoru (Scil Animal Care Company, Njemacka) s heparinom kako
slijedi: alanin aminotransferaza (ALT); albumin (ALB); alkalne fosfataze (ALP);
amilaza (AMY); gama glutamiltransferaza (GGT); D-glukoza (Gluh); kreatinin (CREA);
globulin (Glob); tbilirubin (TBIL); urea (BUN); omjer albumin/globulin (A/G); fosfati
(PHOS); ukupni proteini (TP); ukupni kolesterol (TC).

3.2.4. Statistic¢ka analiza in vivo studija

Rezultati in vivo studija statistiCki su analizirani uz pomo¢ visestrukog Mann Whitney
U-neparametrijskog testa, nakon ¢ega je napravljena ANOVA Kruskal-Wallis analiza
na razini znacajnosti p>0,05 (Program Sigma Statistics v. 3.5 ). Mann-Whitney U test
je odabran za analizu in vivo rezultata kao neparametrijski statisticki test za usporedbu
dva neovisna uzorka kako bi se utvrdilo postoji li razlika u njihovoj distribuciji. Za razliku
od t-testa, koji pretpostavlja da su podaci normalno rasporedeni i da je varijanca
jednaka medu grupama, Mann-Whitneyjev U test ne zahtijeva ove pretpostavke, sto
znaci da je bio primjenjiv u ovom istrazivanju s obzirom na mali uzorak i nenormaino
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distribuirane podatke. Kruskal-Wallisov test je takoder proveden s obzirom da je bilo
potrebno usporediti vise od dvije neovisne grupe. Ovaj test je naime, posebno koristan
kada nisu zadovoljene pretpostavke o normalnosti i homogenosti varijanci. Takoder,
ovaj test se smatra proSirenjem Mann-Whitneyevog U testa jer moze obraditi tri ili viSe
skupina (Aron et al, 2021; Petz et al. 2012).

3.2.5. Mjerenje pH vrijednosti suspenzija zeolita u mQ vodi i modelnim
otopinama zelucai crijeva s dodatkom D-glukoze

Mjerena je promjena pH za suspenzije zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAQO?2 tijekom
vremena. U tu su svrhu pripremljene suspenzije zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAQO2 u
mQ H20, masene koncentracije zeolita 40 g/L. Suspenzije zeolita su nakon pripreme
vorteksirane 1-2 min (Vorteks 3 IKA, Njemacka), te je izmjeren pH (pH Lab Meter,
Metrohm, Svicarska). lzmjera pH provela se odmah nakon pripreme suspenzija te
nakon 5min, 30 min, 24 h i 48 h. lzmjera pH zeolitnih suspenzija provedena je i u
modelnim otopinama Zeluca i crijeva s dodatkom 40 g/L D-glukoze, nakon 24 h
inkubacije u mraku.
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4. REZULTATI

4.1. pH vrijednosti suspenzija zeolita u mQ H20 i otopini D-glukoze

Za mjerenje pH vrijednosti, koriStene su suspenzije ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 u mQ
vodi u koncentraciji (40 g/L). Neposredno nakon pripreme zeolitnih suspenzija, pH
vrijednost izmjerena je odmah te nakon 5 min, 30 min i nakon 24 h inkubacije na
sobnoj temperaturi. Temeljem dobivenih pH vrijednosti, analizirani su teoretski procesi
otapanja povrsine zeolita u vodi i postizanja ravnoteznog stanja. Rezultati su prikazani
u tablici 4.

Sintetski ZA vidljivo je imao najvecu pH vrijednost (pH = 11) Sto je oCekivano zbog
njegovih luznatih osobina pogodnih za industrijske aplikacije u industriji detergenata.
Za razliku od ZA Kklinoptilolitni materijali TMAZ, PMA, PMAO2 su ve¢ nakon 24 sata
imali pH vrijednosti priblizno neutralne suspenzije.

Tablica 4. pH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 (40 g/L) u mQ
vodi u vremenskim intervalima: pocetni pH, nakon 5 min, 30 min i 24 h inkubacije na
sobnoj temperaturi. Suspenzije su potom inkubirane do ukupno 48 h.

Zeolit P°:f|t"' 5min | 30min | 24h 48 h
ZA 1113 1113 | 11.29 10,98 11

TMAZ 872 870 777 733 7.38
PMA 9.20 9.20 9.11 703 747

PMAO?2 9.20 9.20 882 774 754

RavnoteZno stanje postignuto je nakon 24 h i razlike za pH vrijednosti izmjerene nakon
24 h i 48 h su prikazane (tablica 5). Mjerenja nakon 48 h su pokazala da nema
znacajnih promjena vrijednosti pH, posebice za (A pH = 0,02) i TMAZ (A pH = 0,05),
dok je za PMA (A pH = 0,46) i PMAOZ2 (A pH = 0,20) promjena pH bila nesto veca Sto
je ocCekivano jer su ovi materijali dobiveni postupkom dvostrukog usitnjavanja te
njihove Cestice imaju vecu aktivnu povrsinu. Generalno se moze zakljucCiti kako se za
24 h postize kemijska ravnoteza otapanja zeolita u vodi.

Tablica 5. Razlike za pH vrijednosti (ApH) suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOZ2 (40 g/L) u mQ vodi izmjerene nakon 24 h i 48 h.

Zeolit A pH
ZA 0,02
TMAZ 0,05
PMA 0,46
PMAO2 0,20
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Isti pokus odredivanja pH vrijednosti proveden je za ZA, TMAZ, PMA, PMAQO2
(koncentracija 40 g/L) u modelnim otopinama Zeluca(pH = 1,94) i crijeva (pH = 5,7).
Usporedba je provedena s podacima za vodene suspenzije zeolita (tablica 6).

Tablica 6. pH vrijednosti zeolita ZA, TMAZ,PMA,PMAQO2 (koncentracija 40 g/L) u vodi
i u modelnim otopinama zeluca(pH = 1,94) i crijeva (pH = 5,7).

_ mQ H20 (pH Movdelna otopina M.odeln.?
Zeolit = 7,18) zeluca(pH = otopina crijeva
’ 1,94) (pH = 5,7)
ZA 11,33 6,32 10,47
TMAZ 9,21 2,06 8,24
PMA 9,41 2,08 8,59
PMAO2 9,40 2,06 7,67

Najnize su vrijednosti pH izmjerene u modelnoj otopini Zeludca. Razlike pocetno
izmjerenih pH vrijednosti suspenzije testiranih zeolita u modelnim otopinama Zelucai
crijeva te vrijednosti pH nakon inkubacije 24 h (tablica 7). Rezultati mjerenja su
pokazali da je ApH najmanja za zeolite TMAZ i PMAO2 u modelnoj otopini
Zeluca(TMAZ ApH = 0,12; PMA ApH = 0,14 ; PMAO2 ApH = 0,12). To ukazuje na
Cinjenicu da klinoptilolitni materijali TMAZ, PMA i PMAO2 vrlo malo mijenjaju pH
Zeluca. Nasuprot tomu, sintetski ZA imao je visoki ApH = 4,38.

U modelnoj otopini crijeva, ApH bila je najmanja za zeolit PMAQO?2 i iznosila je 1,97. Za
zeolite TMAZ ApH bila je 2,54, a za PMA ApH bila je 2,89. To bi znaCilo da TMAZ,
PMA i PMAOZ2 mijenjaju pH crijeva prema neutralnim vrijednostima za 2-3 pH jedinice.
Promjena pH za ZA bila je najveca i iznosila je 4,77.

Tablica 7. Vrijednosti ApH suspenzija testiranih zeolita u modelnim otopinama Zelucai
crijeva nakon inkubacije 24 h u mraku pri sobnoj temperaturi.

Zeolit ApH (zeludac) ApH (crijeva)
ZA 4,38 4,77
TMAZ 0,12 2,54
PMA 0,14 2,89
PMAO2 0,12 1,97

Nadalje, pokus je ponovljen za modelne otopine Zelucai crijeva uz dodatak D-glukoze.
Vrijednosti pH izmjerene su odmah na pocCetku pokusa te nakon 24 h inkubacije.
Dodatak D-glukoze u koncentraciji 40 g/L utjecao je na promjenu pH vrijednosti
zeolitnih suspenzija u modelnim otopinama Zeluca(tablica 8) i crijeva (tablica 10),
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nakon 24 h inkubacije. u slu€aju ZA zeolita pH se smanjio u mQ vodi za 0,28, nakon
24 h inkubacije, a za suspenzije klinoptilolitnin materijala TMAZ za 0,9, PMA za 0,45 i
PMAQO2 za 0,52. To znaci da je utjecaj D-glukoze na promjenu pH najmanji za ZA.
Vrijednosti pH zeolitnih suspenzija ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 u modelnoj otopini
Zelucas dodatkom D-glukoze su razliCiti. Vrijednosti pH su se smanjile nakon
inkubacije 24 h za ZA za 0,32 te za TMAZ za 0,03, PMA za 0,06 i PMAO2 za 0,03.
Utjecaj D-glukoze na promjenu pH bio je stoga, najmanji za TMAZ i PMAO2 dok je bio
najveci za ZA.

Tablica 8. Izmjerene pH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAOZ2 u
mQ H20 i modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) sa dodatkom otopine D-glukoze u
koncentraciji 40 g/L nakon 24 h inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

pH
pH
pH (modelna
Zeolit pH (mQ (modc_elna (mQ H20 + D- otopina
H20) otopina -
- glukoza) zeluca+ D-
zeludca)
glukoza)
ZA 11,33 6,96 11,05 6,64
TMAZ 9,21 2,06 8,31 2,03
PMA 9,41 2,08 8,96 2,02
PMAO2 9,40 2,06 8,88 2,03

Tablica 9. Vrijednosti ApH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u
modelnoj otopini zeluca(pH = 1,94) sa D-glukozom u koncentraciji 40 g/L nakon 24 h
inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Zeolit pH_(m?deIna va (modelna otopina ApH
otopina zeludca) | zeludca+D-glukoza)

Zeolit A 6,96 6,64 0,32

TMAZz 2,06 2,03 0,03

PMA 2,08 2,02 0,06

PMAO2 2,06 2,03 0,03

Analiza pH u modelnoj otopini crijeva bez i sa dodatkom D-glukoze prikazana je u
tablici 10.
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Tablica 10. pH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u mQ H20 i
modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) sa i bez dodatka otopine D-glukoze u koncentraciji

40 g/L nakon 24 h inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Zeolit | pH (MQ pH pH (mQ pH (modelna
H20) (modelna | H20 + D- | otopina crijeva +

otopina | glukoza) D-glukoza)
crijeva)

1 ZA 11,33 10,47 11,05 10,45

2 | TMAZ 9,21 8,24 8,31 8,00

3 PMA 9,41 8,59 8,96 8,16

4 | PMAO2 9,40 7,67 8,88 8,10

Tablica 11. Vrijednosti ApH suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u modelnoj
otopini crijeva (pH = 5,7) sa dodatkom D-glukoze u koncentraciji 40 g/L nakon 24 h

inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Zeolit pH pH A pH
(modelna (modelna
otopina otopina
crijeva) crijeva+D-
dglukoza)
Zeolit A 10,47 10,45 0,02
TMAZ 8,24 8,00 0,24
PMA 8,59 8,16 0,43
PMAO2 7,67 8,10 0,43

Vrijednost pH smanjila se u modelnoj otopini crijeva s D-glukozom nakon inkubacije
od 24 h kod ZA za 0,02 a kod TMAZ za 0,24, PMA za 0,43 i PMAO2 za 0,43. Utjecaj
D-glukoze je stoga bio najmanji za ZA, a za klinoptilolitne materijale TMAZ, PMA i
PMAOQOZ2 blago veci i iznosio je promjenu pH prema vise od 0,24 - 0,43 pH jedinica.
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Tablica 12. Vrijednosti ApH suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u mQ vode
sa D-glukoze u koncentraciji 40 g/L nakon 24 h inkubacije u mraku pri sobnoj
temperaturi.

Zeolit pH (mQ pH (mQ ApH
voda) voda +D-
dglukoza)
Zeolit A 11,33 11,05 0,28
TMAZz 9,21 8,31 0,9
PMA 9,41 8,96 0,45
PMAO2 9,40 8,88 0,52

Dobiveni rezultati mjerenja pH vrijednosti pokazali su da D-glukoza u vodenoj
suspenziji testiranih zeolita smanjuje prvobitne vrijednosti pH za 0,28 (ZA) i u rasponu
od 0,45 do 0,9 pH jedinica za klinoptilolithe materijale. To znaci da D-glukoza ulazi u
interakciju sa povrSinom zeolita te povecava koncentraciju vodikovih kationa (H*) u
mediju zbog Cega pH vrijednost pada. Promijene pH bile su manje u zeolitnim
suspenzijama u modelnim otopinama Zelucai crijeva.

Interesantno je napomenuti kako su promijene pH za suspenzije zeolite u modelnoj
otopini Zelucabile zna€ajno manje uz dodatak D-glukoze nego one u modelnoj otopini
crijeva, Sto se moze povezati s otpustanjem manjeg broja OH- skupina sa povrsine
zeolita, a otpustanje veceg broja H*.

4.2. Analiza povrsSine sintetskog zeolita A i prirodnog zeolita klinoptilolita
TMAZ, PMA i PMAO2 uz pomo¢ skeniraju¢e elektronske mikroskopije
(SEM) i elementne analize EDS

4.2.1. PovrSina sintetskog zeolita A i prirodnog zeolita klinoptilolita u
obliku TMAZ, PMA i PMAO2 uz pomo¢ skenirajuce elektronske
mikroskopije (SEM) i elementne analize EDS u vodi

Za analizu povrSine ispitanih zeolitnih materijala (ZA, TMAZ, PMA,PMAQ2) iz
suspenzije u mQ H20 za dekantiranu frakciju i frakcija nakon centrifugiranja pri 4000
rom, 14000 rpm i 140000 rpm, Koristila se metoda skenirajuée -elektronske
mikroskopije (SEM) (slike 9,10,11,12) i elementne analize EDS (tablica 13). Za
elementnu analizu usporedili smo prosjecne masene postotke vrijednosti za sljedece
elemente: silicij (Si), kisik (O), ugljik (C), natrij (Na) i aluminij (Al). Rezultati su
usporedeni s elementnom analizom povrSina krutih suhih zeolita (ZA, TMAZ, PMA,
PMAQO2). EDS analiza (tablica 13) ukazala je da se u mQ H20 odvijaju promjene
vezane uz povrsinskog otapanja zeolita te reorganizaciju kristalne strukture uocene
SEM analizom u frakcijama nakon centrifugiranja (4000 rpm, 14000 rpm, 140000 rpm).
Naime, u frakcijama zeolita nakon centrifugiranja viSe se nisu nalazile vece Cestice
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zeolita te su dominirale silicijeve strukture Sto ukazuje na otpustanje Si s povrSine
materijala i stvaranje silicijevih formi u uzorcima (slike 9,10,11,12). Osim malih estica
zeolita i amorfnih oblika Si opserviranih uz pomo¢ SEM analize, utvrdeno je postojanje
Cestica koje sadrze Al u frakcijama nakon centrifugiranja, posebno za ZA (tablica 13).
Prosje€ne vrijednosti masenih postotaka elemenata C i Na porasle su pri ponavljanim
centrifugiranjima od 4000 rpm do 140000 rpm vjerojatno zbog otpustanja kationa Na*
iz unutrasnje strukture zeolita i ugljicnih plinova iz pora zeolita kao posljedice
primijenjene centrifugalne sile.

Tablica13. Elementna analiza Si, O, C, Na i Al za uzorke ZA, TMAZ, PMA i PMAO2
u mQ H20 dobivene dekantiranjem i centrifugiranjem frakcija pri 4000 rpm, 14000 rpm
i 140000 rpm te uzoraka krutih zeolita uz pomo¢ metode EDS. Rezultati su prikazani
u prosjecnim masenim postocima (w) %.

Elementi u prosje¢énim masenim postocima

Materijal Frakcija (W%)
Si (0 Cc Na Al
Dekantirana frakcija 16 49,35 2,7 15,33 16,62
Frakcija 4000 rpm 16 38,6 14,21 29,79 1,4

Zeolit A Frakcija 14000 rpm 16,96 35,91 13,34 33,57 0,22

Frakcija140000 rpm 12 37,85 15,6 31,36 2,91
Zeolit u krutom stanju 46,73 / 16,36 33,13
Dekantirana frakcija 37,45 49,7 3,05 4 5,8

Frakcija 4000 rpm 46,23 27,9 10,5 16,64 0,73

TMAZ Frakcija 14000 rpm 26,2 29,31 13,78 30 0,55
Frakcija140000 rpm 15 40,36 12,3 32,2 0,1

: : 9,3-

Zeolit u krutom stanju | 65-71,3 / 0,2-1,3 114

PMA Dekantirana frakcija 39,83 47,7 2,46 4,21 5,8
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Frakcija 4000 rpm 40,66 36,61 11,08 10,79 0,86
Frakcija 14000 rpm 36,11 33,88 19,22 9,62 1,17
Frakcija140000 rpm 45,15 26,65 11,21 16,72 0,27

. , 9,3-
Zeolit u krutom stanju | 65-71,3 / 0,2-1,3 114
Dekantirana frakcija 41,1 42,2 9,1 2 5,6
Frakcija 4000 rpm 33,04 34,29 9,8 21,59 1,28
PMAO2 Frakcija 14000 rpm 37,55 32,64 10,21 18,38 1,22
Frakcija140000 rpm 29,63 35,76 11,26 22,7 0,65
. , 9,3-
Zeolit u krutom stanju | 65-71,3 / 0,2-1,3

11,4
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Panel B Panel D

Slika 9. Supernatant suspenzije zeolita A u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel
A), frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm
(panel D). Prosje¢ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim
Cesticama zeolita u frakcijama bio je 16% (panel A), 16 % (panel B), 16,96%
(panel C)i 12 % (panel D). Postotak Al u formiranim kristalima ili malim ¢esticama
zeolita u frakcijama bio je 16,62 % (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C) i
2,91 % (panel D). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa SEM Jeol
JSM-7800F. Povecanje 10000x.
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Panel B Panel D

Slika 10. Supernatant suspenzije TMAZ u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel
A), frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm
(panel D). Prosje¢ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim ¢esticama
zeolita u frakcijama bio je 16 % (panel A), 16 % (panel B), 16,96 % (panel C)i 12

% (panel D). Postotak Al u formiranim kristalima ili malim ¢esticama zeolita u
frakcijama bio je 16,62 % (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C)i 2,91 %

(panel D). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa SEM Jeol JSM-

7800F. Povecanje 10000x
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Panel B Panel D

Slika11. Supernatant suspenzije PMA u mQ Hz0 iz dekantirane frakcije (panel
A), frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm
(panel D). Prosje¢ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim
Cesticama zeolita u frakcijama bio je 16 % (panel A), 16 % (panel B), 16,96 %
(panel C)i 12 % (panel D). Postotak Al u formiranim kristalima ili malim ¢esticama
zeolita u frakcijama bio je 16,62 % (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C) i
2,91 % (panel D). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa SEM
Jeol JSM-7800F. Povecanje 10000x.
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Panel B Panel D

Slika 12. Supernatant suspenzije PMAO2 u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel

A), frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm

(panel D). Prosje¢ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim Eesticama
zeolita u frakcijama bio je 16 % (panel A), 16 % (panel B), 16,96 % (panel C)i 12

% (panel D). Postotak Al u formiranim kristalima ili malim esticama zeolita u
frakcijama bio je 16,62 % (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C)i 2,91 %
(panel D). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa SEM Jeol JSM-
7800F. Povecanje 10000x.
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Nadalje, koristeCi rezultate EDS analize za elemente Si i Al, izraCunali smo i omjer
Si/Al za testirane zeolite (tablica 14) u uzorcima koji su dobiveni dekantiranjem i
centrifugiranjem suspenzija u mQ H20 te zeolita u krutom stanju. Prosje¢ni omjer Si/Al
bio je veci u centrifugiranim frakcijama zeolita u odnosu na omjer Si/Al zeolita u krutom
stanju. OCito je da struktura zeolita se mijenja nakon centrifugiranja i da se u uzorcima
detektira neka druga silikatna struktura. Omjer Si/Al ispitanih povrSina zeolita ZA,
TMAZ, PMA i PMAQO2 u dekantiranim frakcijama temeljem EDS analize bio je za ZA
0,94 (omjer Si/Al za ZA u krutom stanju 1,41), za TMAZ 6,45; PMA = 6,86 i za PMAO2
= 7,33 Sto je za sva tri klinoptilolitna zeolita priblizno jednako omjeri Si/Al za iste
materijale u krutom stanju (Si/Al = 6,25-6,98).
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Tablica 14. Omijer (Si/Al) testiranih zeolita (ZA, TMAZ, PMA i PMAO2) u krutom stanju,
dekantiranoj frakciji iz suspenzije zeolita u mQ H20 te u supernatantima nakon
centrifugiranja suspenzije zeolita u mQ H20 pri 4000 rpm, 14000 rpm i 140000 rpm.
Vrijednosti za Si i Al prikazane su u prosje€nim masenim (w ) postocima (%) iz Cega
se izraCunao omjer Si/Al.

Prosje€ni maseni postoci (W%)
Materijal Frakcija za Si i Al te omjer Si/Al
Si Al Si/Al
Dekantirana frakcija 16 16,62 0,94
Frakcija 4000 rpm 16 1,4 11,42
Zeolit A Frakcija 14000 rpm 16,96 0,22 77
Frakcija140000 rpm 12 2,91 4,12
Zeolit u krutom stanju 46,73 33,13 1,41
Dekantirana frakcija 37,45 5,8 6,45
Frakcija 4000 rpm 46,23 0,73 63,32
TMAZ Frakcija 14000 rpm 26,2 0,55 47,63
Frakcija140000 rpm 15 0,1 150
Zeolit u krutom stanju 65-71,3 | 9,3-11,4 | 6,25-6,98
Dekantirana frakcija 39,83 5,8 6,86
Frakcija 4000 rpm 40,66 0,86 47,27
PMA Frakcija 14000 rpm 36,11 1,17 30,86
Frakcija140000 rpm 45,15 0,27 167
Zeolit u krutom stanju 65-71,3 | 9,3-11,4 | 6,25-6,98
PMAO2 Dekantirana frakcija 41,1 5,6 7,33
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Frakcija 4000 rpm 33,04 1,28 25,81
Frakcija 14000 rpm 37,55 1,22 30,77
Frakcija140000 rpm 29,63 0,65 45,58

Zeolit u krutom stanju 65-71,3 | 9,3-11,4 | 6,25-6,98

Tablica 15. ProsjeCna vrijednost omjera Si/Al povrSina zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOQOZ2 u krutom stanju i supernatantima suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2
u mQ H20 centrifugiranim pri 4000 rpm, 14000 rpm i 140000 rpm (prosjek

centrifugiranih ovih frakcija).

Tip zeolita Kruto stanje Centrifugirane
(prosjecna frakcije
vrijednost Si/Al) (prosjeéna
vrijednost Si/Al)
ZA 1,41 30,84
TMAZ 6,25-6,98 86,98
PMA 6,25-6,98 81,71
PMAO2 6,25-6,98 34,05

Tablica 16. ProsjeCna vrijednost omjera Si/Al povrSina zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOQOZ2 u krutom stanju i dekantiranih frakcija ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 u mQ H20.

Tip zeolita Kruto stanje Dekantirane
(prosjecna frakcije
vrijednost Si/Al) (prosje€na
vrijednost Si/Al)
ZA 1,41 0,94
TMAZ 6,25-6,98 6,45
PMA 6,25-6,98 6,86
PMAO2 6,25-6,98 7,33
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Ovaj usporedivi omjer Si/Al u krutim materijalima testiranih zeolita i dekantiranim
talozima suspenzija zeolita u mQ vodi se reflektira na izgled materijala utvrden SEM
analizom pri ¢emu je karakteristiCna struktura zeoita u krutom stanju zadrzana i u
dekantiranim talozima (slika 13).

— lum  UNIRI
%10, 000 5.0kV LED E

PMA - kruti materijal PMA - dekantirani talog
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PMAO?2 - kruti talog PMAO?2 - dekantirani talog

Slika 13. Usporedba izgleda povrSina ispitanih zeolita A, TMAZ, PMA i
PMAQO2 u krutim suhim uzorcima i talozima dekantiranih uzoraka iz
suspenzija mQ vode. Slike krutih uzoraka su snimljene uz pomoc¢
elektronskog mikroskopa SEM QUANTA FEG 250 FEI (povecanje
30000x). Slike dekantiranih taloga snimljene su uz pomoc elektronskog
mikroskopa JEOL JSM-7800F (povecéanje 10000x).

4.2.2. Analiza povrsine testiranih zeolita ZA,TMAZ, PMA i PMAO2 u otopini
D-glukoze uz pomo¢ skenirajué¢e elektronske mikroskopije (SEM) i
elementne analize EDS

Za analizu potencijala adsorpcije i/ili interakcije D-glukoze na povrSinu testiranih
zeolitnih materijala ZA, TMAZ, PMA,PMAO2 koriStene su metode analize EDS i SEM.
Pripremljene su suspenzije zeolita s otopinom D-glukoze kao Sto je opisano i poglavlju
Materijali i metode te su se za analizu Koristili talozi i supernatanti nakon
centrifuguranja pri 4000 rpm. U dobivenim uzorcima taloga i supernatanta nakon
centrifugiranja je odreden prosjeCni maseni postotak (w%) za elemente Si, O, C, Na i
Al. Sastav taloga nakon centrifugiranja je usporeden sa sastavom odredenog zeolita
u krutom stanju. Rezultati EDS analize za taloge zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2
nakon centrifugiranja pri 4000 rpm, predstavljeni su u (tablica 17). U krutom stanju
ispitanih zeolita nije utvrdena prisutnost atoma ugljika. Medutim, u talogu zeolita
inkubiranog s otopinom D-glukoze utvrdena je prisutnost ugljika. To ukazuje na
adsorpciju ili interakciju D-glukoze na povrsinu zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2. Za
zeolit A maseni postotak ugljika u talogu bio je 41,04 %, a za prirodne klinoptilolitne
materijale TMAZ, PMA, PMAO2 bio je u rasponu od 32,46 % do 35,18 %. Najveci je
postotak ugljika u talogu izmjeren za zeolit PMA pri ¢emu je w % adsorpcije i/ili
interakcije ugljika bio 35,18 %.
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Tablica17. Rezultati EDS analize za krute materijale i taloge zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAQO2 nakon centrifugiranja suspenzija zeolita u mQ H20 uz inkubaciju s otopinom
D-glukoze nakon centrifuguranja pri 4000 rpm. Rezultati su prikazani kao prosjecni

maseni postotak (w%) elemenata Si, O, C, Na, Al

Prosjeéni maseni postotak (w%) elemenata

Materijal Frakcija
Si o C Na Al
Zeolit A | Talog nakon centrifugiranja | 4,21 45,09 41,04 4,69 4,97
pri 4000 rpm
Kruti materijal 46,73 / 16,36 33,13
TMAZ Talog nakon centrifugiranja | 14,75 47,40 33,04 / 2,68
pri 4000 rpm
Kruti materijal 05 / 0,2-1,3 | 9,3-11,4
J 71 ’3 L] ] L] L]
PMA Talog nakon centrifugiranja | 14,77 43,98 35,18 / 2,7
pri 4000 rpm
Kruti materijal 05 / 0,2-1,3 | 9,3-11,4
J 71 ’3 L] ] L] L]
PMAO2 | Talog nakon centrifugiranja | 15,91 45,13 32,46 / 3,02
pri 4000 rpm
, N 65-
Kruti materijal 713 / 0,2-1,3 | 9,3-11,4
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Rezultati dobiveni EDS analizom za supernatante suspenzije zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOQO?2 inkubirane s D-glukozom nakon centrifuguranja pri 4000 rpm predstavljeni su
u tablici 18. Elementni sastav dobivenih supernatanta zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAQO2 nakon inkubacije s D-glukozom nakon centrifugiranja pri 4000 rpm, usporeden
je sa sastavom supernatanta zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 u mQ H20 takoder
nakon centrifugiranja pri 4000 rpm. U supernatantima zeolita u mQ H20 maseni
postotak ugljika bio je 14,21 % za ZA, dok je za TMAZ, PMA, PMAQO2 bio u rasponu
od 9,8 % do 11,08 %. Vjerojatno je ugljik u ovim uzorcima podrijetlom iz ugljikovih
plinova oslobodenih nakon centrifuguranja. U supernatantima zeolita u otopini D-
glukoze maseni postotak ugljika bio je o¢ekivano vedi te je iznosio 48,13 % za ZA, dok
je za TMAZ, PMA, PMAOZ2 bio je rasponu od 55,24 % do 64,17 %.
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Tablica 18. Rezultati EDS analize za supernatante zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2
u mQ H20 bez ili uz inkubaciju s otopinom D-glukoze nakon centrifuguranja pri 4000

rom. Rezultati su prikazani kao prosje¢ni maseni postotak (w %) elemenata Si, O, C,
Na, Al.

Uzorak Elementi u prosjeénim masenim postocima (w %)
Supernatant nakon
centrifugiranja pri Si o) C Na Al
4000 rpm
Zeolit A + D-glukoza 0,08 51,48 48,13 0,17 /
Zeolit A + mQ voda 16 38,6 14,21 29,79 1,4
TMAZ + D-glukoza 0,12 35,89 62,99 0,22 0,48
TMAZ + mQ voda 46,23 27,9 10,5 16,64 0,73
PMA + D-glukoza 0,05 34,79 64,17 0,52 /
PMA + mQ voda 40,66 36,61 11,08 10,79 0,86
PMAO2 + D-glukoza 0,30 43,79 55,24 0,19 /
PMAO2 + mQ voda 33,04 34,29 9,8 21,59 1,28

Analiza povrsine testiranih zeolita inkubiranih u otopini D-glukoze provedena je uz
pomoc¢ elektronske mikroskopije SEM (slike 14,15,16,17). Na slikama se mogu vidjeti
formacije nalik na hidrogel u supernatantima suspenzije zeolita i D-glukoze (slike panel
B) dok vece promijene nisu utvrdene na slikama taloga (slike panel C). Daljnjom
analizom taloga i supernatanta uz pomo¢ EDS utvrdena je povecana koli€ina ugljika
Sto u oba slu€aja ukazuje na interakciju i/ili adsorpciju D-glukoze na materijale (tablica
18). Talog ZA nakon inkubacije s D-glukozom i nakon centrifugiranja pri 4000 rpm
sadrzavao je 41,04 % C dok je taj postotak za prirodne klinoptilolitne materijale bio
33,04 % za TMAZ, 35,18 % za PMA i 32,46 % za PMAQO2 (Tablica 17). Zanimljivo, u
usporedbi s rezultatima supernatanta suspenzija zeolitnih materijala u mQ H20 gdje
je postotak Na* iona bio povecan nakon centrifugiranja, u otopinama zeolita s D-
glukozom Na* nije detektiran nakon centrifugiranja. To je vjerojatno zbog promjena
povrSine zeolita u D-glukozi koja moze ukljucCivati stvaranje tankog sloja Secera, a Sto
je moglo sprijeciti proces ionske izmjene s okolinom koji se javljaju izmedu pora zeolita
i kanala koji sadrze razliCite katione.
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Panel A Panel B Panel C

Slika 14. SEM slike krutog zeolita A (panel A), supernatanta nakon centrifugiranja
suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i talog nakon
centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40 g/L (panel
C). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa Scanning Electron
Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer
Scientific, SAD). Povecéanje 5000x ili 6000x.
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Panel A Panel B Panel C

Slika 15. SEM slike krutog zeolita TMAZ (panel A), supernatanta nakon
centrifugiranja suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i
talog nakon centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40
g/L (panel C). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa Scanning
Electron Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo
Fischer Scientific, SAD). Povecanje 5000x ili 6000x.
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Panel A Panel B Panel C

Slika16. SEM slike krutog zeolita PMA (panel A), supernatanta nakon centrifugiranja
suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i talog nakon
centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40 g/L (panel
C). Slike su dobivene uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa Scanning Electron
Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer
Scientific, SAD). Poveéanje 5000x ili 6000x.
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Panel A Panel B Panel C

Slika17. SEM slike krutog zeolita PMAO?2 (panel A), supernatanta nakon
centrifugiranja suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i
talog nakon centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40
g/L (panel C). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa Scanning
Electron Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo
Fischer Scientific, SAD). Povecanje 5000x ili 6000x.

4.2.3. Analiza povrsSine testiranih zeolita ZA,TMAZ, PMA i PMAO2 u
modelnim otopinama Zzelucai crijeva uz pomo¢ skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM) i elementne analize EDS

Analiza adsorpcije D-glukoze na povrsinu klinoptilolitnih materijala ZA, TMAZ, PMA,
PMAO2 u modelnim otopinama Zelucai crijeva provedena je uz pomo¢ elektronske
mikroskopije SEM u kombinaciji s elementnom analizom EDS. Suspenzija zeolita je
nakon inkubacije s D-glukozom u mQ H20 i modelnim otopinama Zeluca(pH =1,94) i
crijeva (pH = 5,7) podvrgnuta centrifugiranju pri 4000 rpm. Slike uzoraka prikazane su
na slikama18 — 21 (slike 18 — 21). Talozi su podvrgnuti i analizi EDS kako bi se
analizirala adsorpcija glukoze i/ili interakcije na testiranim povrS§inama zeolita u
modelnim otopinama kao promjena masenog postotka (w%) ugljika na povrSinama
zeolitnih materijala. Rezultati su prikazani u tablici 19 (tablica 19).

Tanki sloj D-glukoze kao i u pokusima inkubacije zeolita s otopinom D-glukoze u mQ
H20, takoder nije ili je jedva bio vidljiv na povrSinama zeolita u kiselim modelnim
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otopinama D-glukoze Zelucai crijeva. Medutim, povecani w% ugljika ukazuje na
vezanije i/ili interakciju odredene koliine D-glukoze za povrSinu materijala. Sukladno
tomu, moZe se pretpostaviti i potencijalna adsorpcija i/ili interakcija D-glukoze na
povrsinu zeolita u probavnom sustavu u in vivo uvjetima. Medutim, ovu bi moguc¢nost
trebalo zasebno istraziti u sloZenijim intestinalnim modelima.

Za razliku od Zeolita A koji je adsorbirao i/ili stupio u interakciju s D-glukozom, prirodni
klinoptilolitni materijali adsorbirali su i/ili imali interakciju s D-glukozom u viSoj stopi u
modelnim otopinama zeluca i crijeva. Na primjer, u otopini intestinalnog modela (pH =
5,7). postotak C bio je za TMAZ 51,02%, PMA 67,85% i PMAO2 65,11% (tablica 19).
Ti su postoci bili viSi od postotaka izmjerenih za zeolite TMAZ, PMA, PMAO2 u otopini
D-glukoze u mQ H20. U modelnoj otopini Zeludca, elementna analiza nije dala podatke
za C Sto moze biti posljedica visokih razina otpustenih atoma Si i Al s povrSine
materijala pri vrlo niskom pH (pH = 1,94).
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Tablica 19. Elementna EDS analiza taloga suspenzija testiranih zeolita ZA, TMAZ,
PMA i PMAO2 inkubiranih u otopini D-glukoze 40 g/L u mQ H20 te u modelnim
otopinama Zeluca (pH =1,94) i crijeva (pH = 5,7) nakon centrifugiranja pri 4000 rpm.

Materijal / talozi Elementi u prosjeénim masenim postocima
(w %)
Si o) Cc Na Al

Zeolit A + D-glukoza u mQ 4,21 45,09 41,04 4,69 4,97
vodi

Zeolit A + D-glukoza u

. - 7,45 50,20 26,83 6,81 8,71
modelnoj otopini zeludca

Zeolite A + glukoza u 5,77 46,68 34,46 6,36 6,63
modelnoj otopini crijeva
TMAZ + D-glukoza u mQ 14,75 | 47,40 33,04 / 2,68
vodi
TMAZ + D-glukoza u 23,28 | 62,60 / 5,29
modelnoj otopini zeludca
TMAZ + D-glukoza u 7,87 37,74 51,02 0,75 1,46
modelnoj otopini crijeva
PMA + D-glukoza u mQ 14,77 | 43,98 35,18 / 2,7
vodi
PMA + D-glukoza u 2,11 33,61 62,43 / 0,43
modelnoj otopini zeludca
PMA + D-glukoza u 1,71 27,35 67,85 / 0,54
modelnoj otopini crijeva
PMAO2 + D-glukoza umQ | 15,91 45,13 32,46 / 3,02
vodi
PMAO2 + D-glukoza u 17,52 | 60,01 / / 14,20

modelnoj otopini zeludca

PMAO2 + D-glukoza u 1,33 27,61 65,11 / 1,83
modelnoj otopini crijeva
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Panel A Panel B Panel C

Slika 18. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate ZA u otopini D-glukoze
pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) (panel B) i
modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije zeolita
pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecanje 6000x.
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Panel A Panel B Panel C

Slika 19. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate TMAZ u otopini D-
glukoze pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) (panel
B) i modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije
zeolita pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecanje 3000x ili 6000x.
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Panel A Panel B Panel C

Slika 20. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate PMA u otopini D-
glukoze pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) (panel
B) i modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije
zeolita pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecéanje 6000x.
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Slika 21. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate PMAQO2 u otopini D-
glukoze pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) (panel
B) i modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije
zeolita pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecanje 6000x.
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4.3. Kvantifikacija interakcije i/ili vezanja D-glukoze na povrsinu sintetskog ZA
i klinoptilolitne zeolite TMAZ, PMA i PMAO2 uz pomo¢ tekucinske
kromatografije ultravisoke uc€inkovitosti (UHPLC)

Vezanije i/ili interakcija D-glukoze na povrsSinu sintetskog ZA i prirodne klinoptilolitne
zeolitne materijale TMAZ, PMA i PMAO2 provedena je uz pomoc¢ tekuclinske
kromatografije ultravisoke uc€inkovitosti UHPLC. U tu svrhu pripremljene su suspenzije
zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO?2 koje su inkubirane s otopinom D-glukoze te su talozi
odvojeni od supernatanta centrifugiranjem pri 4000 rpm. Analizom uzoraka utvrdeno
je kako je koncentracija D-glukoze nakon inkubacije sa zeolitom ZA smanjena za
11,85 %, koncentracija D-glukoze nakon inkubacije sa zeolitom TMAZ smanjena za
11,34 %, koncentracija D-glukoze nakon inkubacije sa zeolitom PMA smanjena je za
10,82% te koncentracija D-glukoze nakon inkubacije sa zeolitom PMAOZ2 smanjena
za 8,76% u usporedbi s kontrolnom otopinom D-glukoze bez zeolita. Usporedba
efikasnosti vezanja D-glukoze za povrSinu testiranih zeolita provedena je i za D-
fruktozu, saharozu i laktozu. Rezultati su prikazani u tablicama 20 — 23 (tablice 20 —
23).
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Tablica 20. Rezultati analize UHPLC i kvantifikacija D-glukoze. Rezultati su dobiveni
za suspenzije zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 nakon inkubacije s D-glukozom nakon
centrifugiranja pri 4000 rpm i prikazani su kao koncentracije D-glukoze u mg/ml.
Razlika koncentracije D-glukoze (A) u postotku dana je usporedbom kontrolne otopine
D-glukoze i supernatanta nakon centrifugiranja. Kontrola: otopina D-glukoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za glukozu konstruirana je za raspon koncentracija 2,
1,5, 1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL.

Materijal Koncentracija
(mg/ml)
D-glukoza u mQ vodi 1,94
Zeolit A + D-glukoza 1,71
A vrijednost (%) 11,85 %
D-glukoza u mQ vodi 1,94
TMAZ + D-glukoza 1,72
A vrijednost (%) 11,34 %
D-glukoza u mQ vodi 1,94
PMA + D-glukoza 1,73
A vrijednost (%) 10,82 %
D-glukoza u mQ vodi 1,94
PMAOQO?2 + D-glukoza 1,77
A vrijednost (%) 8,76 %

UHPLC analiza je pokazala kako je koncentracija glukoze nakon inkubacije 24 h sa
zeolitom ZA smanjena za 11,85 %, nakon inkubacije sa zeolitom TMAZ smanjena za
11,34 %, nakon inkubacije sa zeolitom PMA smanjena za 10,82 % i nakon inkubacije
sa zeolitom PMAO2 smanjena za 8,76 % u usporedbi s kontrolnom otopinom D-
glukoze bez zeolita.
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Tablica 21. Rezultati analize UHPLC i kvantifikacija D-fruktoze. Rezultati su dobiveni
za otopine zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 nakon inkubacije s D-glukozom nakon
centrifugiranja pri 4000 rpmO rpm i prikazani su kao koncentracije D-fruktoze u mg/ml.
Razlika koncentracije D-glukoze (A) u postotku dana je usporedbom kontrolne otopine
D-fruktoze i supernatanta nakon centrifugiranja. Kontrola: otopina D-fruktoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za D-fruktozu konstruirana je za raspon koncentracija 2,
1,5, 1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL.

Materijal Koncentracija

(mg/ml)
D-Fruktoza u mQ vodi 1,71
Zeolit A + D-fruktoza 1,59
A vrijednost (%) 7%
D-Fruktoza u mQ vodi 1,71
TMAZ + D-fruktoza 1,52

A vrijednost (%) 1,11 %
D-Fruktoza u mQ vodi 1,71
PMA + D-fruktoza 1,66
A vrijednost (%) 3%
D-Fruktoza u mQ vodi 1,71
PMAOQO?2 + D-fruktoza 1,67

A vrijednost (%) 2,33 %

UHPLC analiza je pokazala kako je koncentracija D-fruktoze nakon inkubacije 24 h sa
zeolitom ZA smanjena za 7 %, nakon inkubacije sa zeolitom TMAZ smanjena za
11,11 %, nakon inkubacije sa zeolitom PMA smanjena za 3 % i nakon inkubacije sa
zeolitom PMAOZ2 smanjena za 2,33 % u usporedbi s kontrolnom otopinom D-fruktoze
bez zeolita.
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Tablica 22. Rezultati UHPLC i kvantifikacija saharoze. Rezultati su dobiveni za
otopine zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 sa saharozom, nakon centrifugiranja na 4000
rom i prikazani su kao koncentracije D-glukoze u mg/ml. Kontrola: otopina saharoze
od 2 mg/mL. Kalibracijska krivulja za saharozu konstruirana je za raspon koncentracija
2,15,1,0,25,0,125i 0,025 mg/mL

Materijal Koncentracija
(mg/ml)
Saharoza u mQ vodi 1,74
Zeolit A + saharoza 1,70
A vrijednost (%) 2,29 %
Saharoza u mQ vodi 1,74
TMAZ + saharoza 1,71
A vrijednost (%) 1,75 %
Saharoza u mQ vodi 1,74
PMA + saharoza 1,71
A vrijednost (%) 1,75 %
Saharoza u mQ vodi 1,74
PMAQO2 + saharoza 1,71
A vrijednost (%) 1,75 %

UHPLC analiza je pokazala kako je koncentracija saharoze nakon inkubacije sa
zeolitom ZA smanjena za 2,29 %, nakon inkubacije sa zeolitom TMAZ smanjena za
1,73 %, nakon inkubacije sa zeolitom PMA smanjena za 1,75 % i nakon inkubacije sa
zeolitom PMAQO2 smanjena za 1,75 % u usporedbi s kontrolnom otopinom saharoze
bez zeolita (tablica 22).
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Tablica 23. Rezultati UHPLC i kvantifikacija laktoze. Rezultati su dobiveni za otopine
zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAQO2 sa saharozom, nakon centrifugiranja na 4000 rpm i
prikazani su kao koncentracije D-glukoze u mg/ml. Kontrola: otopina saharoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za laktozu konstruirana je za raspon koncentracija 2, 1,5,
1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL.

Materijal Koncentracija
(mg/ml)
Laktoza u mQ vodi 1,93
Zeolit A + laktoza 1,70
A vrijednost (%) 11,92 %
Laktoza u mQ vodi 1,93
TMAZ + |laktoza 1,80
A vrijednost (%) 6,73 %
Laktoza u mQ vodi 1,93
PMA + laktoza 1,69
A vrijednost (%) 12,43 %
Laktoza u mQ vodi 1,93
PMAQ?2 + laktoza 1,85
A vrijednost (%) 4,93 %

Rezultati UHPLC analize pokazali su kako je koncentracija laktoze nakon inkubacije
sa zeolitom ZA smanjena za 11,92 %, nakon inkubacije sa zeolitom TMAZ smanjena
za 6,73 %, nakon inkubacije sa zeolitom PMA smanjena za 12,43 % i nakon inkubacije
sa zeolitom PMAQO2 smanjena za 4,93 % u usporedbi s kontrolnom otopinom laktoze
bez zeolita (tablica 23).
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4.4. In vivo studija na miSevima

4.4.1. Oralni test razina D-glukoze u krvi u miseva tretiranih s PMA i D-glukozom
te predtretiranih s PMA i naknadno tretiranih s D-glukozom

S obzirom da je u in vitro pokusima utvrdeno vezanje i/ili interakcija D-glukoze s
povrSinom testiranih zeolitnih materijala, provedeno je istrazivanje in vivo na zdravim
miSevima s ciljem utvrdivanja potencijalne interakcije zeolita s D-glukozom u
organizmu. Pokus je dizajniran za analizu u€inka PMA zeolita na razine glukoze u krvi
uz pomo¢ oralnog test razina glukoze u krvi. PMA zeolit je odabran s obzirom da je
ovaj materijal registriran u Europskoj uniji kao medicinski proizvod (registracija prema
direktivi: European directive 93/42/EEC) za uporabu u ljudi.

Na dan testiranja razina D-glukoze u krvi, Zivotinjama je aplicirana D-glukoza (2 g/kg)
kao tretman zajedno s PMA zeolitom (4 g/kg) ili je proveden predtretman s PMA
zeolitom (4 g/kg) u sirovom obliku 3 dana prije davanja D-glukoze na dan testiranja
razina glukoze u krvi (2 g/kg). U pokusu su koriStene kontrole bez ikakvog tretmana
(negativna kontrola), miSevi tretirani samo PMA zeolitom (4 g/kg) i miSevi tretirani
samo D-glukozom (2 g/kg). Rezultati analize razina D-glukoze u krvi testiranih Zivotinja
prikazani su u tablici 24 (tablica 24) u mmol/L za vremenske intervale mjerenja 15 min,
30 min, 60min i 120min nakon odgovarajucih tretmana. Rezultati ukazuju na to kako
su se razine glukoze u krvi smanijile u odnosu na pozitivhu kontrolu koja je primala
samo D-glukozu u Zivotinja s predtretmanom s PMA i naknadnim tretmanom s D-
glukozom i Zivotinjama s tretmanom PMA i D-glukoze (tablica 24).

Tablica 24. Rezultati analize razina D-glukoze u krvi miSeva za kombinirani tretman
PMA + D-glukoza i predtretman s PMA prije davanja D-glukoze. Rezultati su prikazani
kao koncentracija D-glukoze u krvi u mmol/L za kontrolne skupine i tretmane u
vremenskim 15 min, 30 min, 60 min i 120 min.

Prosje€¢na koncentracija D-glukoze u krvi
( mmol/L)
Vrijeme Pred
. ; PMA + redtretman
(min) Nkeogn"‘t:';’;a PMA sPMA +D- | D-glukoza
D-glukoza glukoza

15 5,3 6,2 14,7 14,3 16,9

30 6,5 6,5 16,0 16,9 19,6

60 6,1 57 12,6 12,7 13,7
120 4.1 4,6 55 6,5 6,8
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Medutim, razina D-glukoze u istovremenom tretmanu PMA i D-glukoze iznosila je
13 % nakon 15 min i 18 % nakon 30 min bez statistiCke znacajnosti (tablica 25).
Smanjenje razina D-glukoze u krvi za 15 % opservirano je u miSeva u predtretmanu
sa PMA zeolitom i naknadnim tretmanom s D-glukozom nakon 15 min sa statistickom
znacajnosc¢u (p>0.001) i 14% nakon 30 min bez statistiCke znacajnosti (tablica 25).
Postoci smanjenja razine D-glukoze u krvi miSeva bili su usporedivi sa prethodno
utvrdenim postocima UHPLC analize pri €emu se D-glukoza vezala za PMA-zeolit u
postotku do 10,82 %.

Tablica 25. ProsjeCni postoci snizenja razina D-glukoze u krvi miSeva u istovremenom
tretmanu PMA i D-glukoze te predtretmanu s PMA i naknadnom tretmanu s D-
glukozom. Rezultati su prikazani kao postoci (%) smanjenja razine D-glukoze u krvi
izmjerenih nakon 15 min, 30 min, 60 min i 120 min.

Vrijeme Prosje€ni % smanjenja Prosje€ni % smanjenja razina
mjerenja razina D-glukoze u krvi D-glukoze u krvi (predtretman
(min) (tretman PMA + D-glukoza) PMA + D-glukoza)
15 13% 15%
30 18% 14%
60 8% 7%
120 19% 4%

Rezultati su graficki prikazani na slici 22 (slika 22).
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Slika 22. Razine D-glukoze u krvi miSeva izmjerene u mmol/L u istovremenom
tretmanu PMA-zeolit + D-glukoza te predtretmanu s PMA-zeolitom i naknadnom
tretmanu s D-glukozom. Rezultati su prikazani kao koncentracije razina D-glukoze
u mmol/L u krvi izmjereno nakon 15 min, 30 min, 60 min i 120 min. Statisticki
znacajne razlike (oznaceno zvjezdicom *) u koncentraciji D-glukoze u krvi miSeva
takoder su utvrdene usporedbom pozitivhe kontrole tretirane s D-glukozom sa
negativhom kontrolom i skupinom Zivotinja tretiranom samo s PMA-zeolitom
(p>0,05).

Osim razina D-glukoze u miSeva, mjereni su i relevantni biokemijski parametri sa
svrhom praéenja eventualnih biokemijskih promjena uzrokovanih samim tretmanom s
PMA-zeolitom. PMA-zeolit nije uzrokovao promijene mjerenih parametara (tablica 26).
Medutim, omjer albumina i globulina, amilaza i ukupnih proteina su bili promijenjeni u
tretmanu s D-glukozom .
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Tablica 26. Biokemijski parametri izmjereni u krvi miSeva tijekom in vivo pokusa. Test
pune Krvi je napravljen na uredaju Auto Hematology Analyzer BC-30 Vetfor (Mindray,
Shenzhen, Kina): WBC — bijele krvne stanice; RBC — crvene krvne stanice; HB —
hemoglobin; HCT — hematokrit; MCV -srednji korpuskularni volumen; MCH — sredniji
korpuskularni hemoglobin; MCHC — srednji korpuskularni hemoglobin koncentrat;
PCT - trombociti; RWD — Sirina distribucije eritrocita. Jetreni testovi napravljeni su uz
pomoc uredaja RC clinical chemistry analyzer (Scil Animal Care Company, Njemacka)
nakon uzorkovanja s heparinom kako slijedi: Alanin aminotransferaza (ALT); Albumin
(ALB); Alkalna fosfataza (ALP); Amilaza (AMY); Gama glutamiltransferaza (GGT);
Glukoza (Glu); Kreatinin (CREA); Globulin (Glob); T bilirubin (TBIL); Urea (BUN);
Albumin/Globulin omjer (A_G); Fosfati (PHOS); Ukupni proteini (TP); Ukupni
kolesterol(TC). StatistiCka znacajnost (p<0.05) i post hoc usporedba grupa prikazane

su u zadnja dva stupca.

Negativna PMA- Tretman s | Predtretman | D-glukoza | Statisticka post-hoc
kontrola zeolit PMA- s PMA- (grupa E) | zna€ajnost | usporedba
(grupa A) | (grupaB) | zeolitom zeolitom + (p<0.05) grupa
+ D- D-glukoza
glukoza (grupa D)
(grupa C)
ALB 3,00+-0,06 | 3,08+-0,08 | 3,13+-0,12 | 3,02+-0,08 | 3,02+-0,12 | F =2,195; df
= 4, p=
0,099
TP 5,47+-0,14 | 5,62+-0,10 | 5,65+-0,23 | 6,10+-0,89 | 5,72+-0,42 | F =1,599; df
= 4; p=
0,206
GLOB 2,45+-0,12 | 2,55+-0,10 | 2,58+-0,13 | 3,07+-0,89 | 2,72+-0,31 | F =1,841; df
= 4, =
0,152
A_G 1,24+-0,03 | 1,22+-0,04 | 1,22+-0,04 | 1,03+-0,22 | 1,12+-0,07 | F =3,868; df | AB,CvsD
=4; p=
0,014
B 0,18+-0,08 | 0,23+-0,19 | 0,22+-0,08 | 0,33+-0,39 | 0,18+-0,10 | F = 0,553; df
= 4; p=
0,698
GGT 2,83+-2,04 | 3,83+-4,49 | 2,50+-0,84 11,33+- 4,00+-4,90 | F =1,645; df
13,94 =4;p=
0,194
ALT 48,17+- 77,83+- 88,33+- 106,83+- 113,67+- | F =1,340; df
6,97 13,29 16,91 116,14 33,15 =4;p=
0,283
ALP 126,17+- 143,67+- 148,50+- 129,00+- 142,00+- | F =0,604; df
59,75 6,22 12,52 29,51 8,58 =4;p=
0,663
AMY 3.151,00+- | 3.796,17+- | 3.698,17+- | 2.578,50+- | 3.425,00+- | F=5,574;df | B,CvsD
496,07 414,89 320,64 586,72 651,65 =4,p=
0,002
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Crea 0,12+-0,04 | 0,10+-0,00 | 0,12+-0,04 | 0,10+-0,00 | 0,10+-0,00 | F =0,750; df
= 4, p=
0,567
BUN 29,40+- 30,95+- 27,63+- 25,05+-5,61 30,75+- F =2,062; df
2,77 3,89 3,73 4,46 =4;p=
0,116
GLU 109,36+- 89,23+- 84,60+- 93,19+- 70,70+- F =2,001; df
20,35 26,99 25,34 24,43 23,72 =4;p=
0,125
TC 91,32+- 86,68+- 94,13+- 138,31+- 100,26+- | F=6,103;df | AB,C,E vs
10,96 11,73 8,18 40,05 14,12 =4;p= D
0,001
Ca 9,56+-0,11 | 9,66+-0,13 | 9,72+-0,20 | 9,95+-0,54 | 9,67+-0,19 | F =1,584; df
= 4; p=
0,209
PHOS 7,38+-1,06 | 6,77+-0,97 | 7,13+-1,47 | 8,97+-1,73 | 9,97+-1,41 | F=6,114;df | AB,CvsE
=4: p = 0,001
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5. RASPRAVA

Zeolit klinoptilolit je jedinstveni materijal Cija je upotreba u medicinskim aplikacijama
zadnjih godina znacajno porasla. Tomu su razlog jedinstvena svojstva adsorpcije i
ionske izmjene zeolita koja su dobro opisana u literaturi (Tessema et al. 2021.), te koja
proizlaze iz velike aktivhe povrSine i porozne alumosilikatne kristalne strukture
ispunjene kationima. Naime, ionska izmjena zeolita klinoptilolita temelji se na
prisutnosti izmjenjivih kationa u porama i Supljinama kristalne reSetke. S obzirom da
su kationi u Supljinama vezani uz alumosilikatnu strukturu slabim elektrostatskim
vezama, to omogucuje njihovu mobilnost u strukturu materijala i iz nje, Sto rezultira
izmjenom iona s kationa iz okoline u stehiometrijskom omjeru. (Kraljevi¢ Paveli¢ et al.
2017.; Tessema et al. 2021.)

U ovom istrazivanju fokusirali smo se na adsorpcijska svojstva zeolita klinoptilolita.
Svojstva povrsine za adsorpciju zeolita se temelje na Brgnsted-Lewisovoj teoriji prema
kojoj postoje kisela i alkalna mjesta u strukturi zeolita. To znaci da atom kisika u
alumosilikatnoj strukturi zeolita (= Si-O-Al =) je akceptor protona, ima negativan naboj
i predstavlja potencijalno adsorpcijsko mjesto za pozitivhe ione ili polarne organske
molekule. (Atkins., 2009.) Ovakva kemijska struktura omogucuje stvaranje razli€itih
interakcija s molekulama iz okoline Sto ukljuCuje stvaranje ionske veze, dipol-dipol
interakcije, dipol-inducirani dipol interakcije, vodikove veze (Manda et al., 2024.) ali i
interakcija kojima su u podlozi Van der Waalsove sile ili vrlo specificne kemijske
interakcije s odredenim molekulama koje rezultiraju stvaranjem supramolekularnih
struktura. (Tabacchi., 2018.)

S obzirom da glavnu ulogu u adsorpciji ima upravo status povrsine zeolita klinoptilolita,
prvi dio istraZivanja odnosio se na analizu povrSine materijala i pripadajucih suspenzija
zeolita klinoptilolita i zeolita A kao sintetskog alumosilikata, u mQ H20 i modelnim
otopinama zelucai crijeva Sto je relevantno za procjenu procesa u ljudskom
probavnom traktu. Vazan se rezultat odnosi na promjenu povrsine testiranih minerala
u mQ H20 pri Eemu je opazeno otpustanje silicijevih (Si) formi u suspenziju. U literaturi
je opisano kako topljivi oblici Si koji se oslobadaju s povrSine zeolita u vodi, tvore
razliCite polimere s visokim afinitetom za vrste Al u reakciji kemijske ravnoteze u vodi.
Primjerice, Judaohsingh i suradnici pokazali su in vitro da dolazi do interakcije izmedu
razrijedenih otopina polimera silicijevog dioksida s visokim afinitetom prema Al i iona
AI(IIT) Sto rezultira stvaranjem kristalnih nanocestica silicija bogatih Al (Jugdaohsingh
etal., 2013.) Jugdaohsingh i suradnici (Jugdaohsingh et al., 2000.) su takoder pokazali
kako je za ovaj efekt i visoki afinitet prema aluminiju nuzan oligomerni, a ne monomerni
oblik topljivog silicijevog dioksida te da upravo on smanjuje dostupnost i ulazak
aluminija iz ljudskog gastrointestinalnog trakta u krv. Na isti nacin, ¢vrsta struktura
zeolita koja oslobada Si forme u vodenom okruzenju, takoder stvara silicijeve forme s
visokim afinitetom prema Al-formama iz okoline. Promjena u sastavu povrSine
testiranih zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAOZ2 u centrifugiranim frakcijama dokazana je
EDS analizom te je bila vidljiva kao promjena omjera Si/Al materijala. Omjer Si/Al se
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naime, povecao nekoliko puta u centrifugiranim frakcijama, potvrdujuci prisutnost Si-
formi u otopinama. Vizualizacijom uzoraka centrifugiranih frakcija uz pomo¢ SEM je
isklju¢ena moguénost da se radi o manjim Cesticama zeolitnih materijala jer su kristalni
oblici centrifugiranih frakcija imali su potpuno drugaciji oblik od krutih uzoraka zeolitnih
materijala. Opservirane Cestice zeolita u dekantiranim frakcijama s druge strane,
oCekivano, odrzale su oblik i sadrzaj zeolitnih materijala u ¢vrstom stanju. Za razliku
medutim, od prirodnih klinoptilolitnih materijala TMAZ, PMA i PMAO2, ZA otpusta i
znacajne koli€ine aluminija Sto ima implikaciju za uporabu in vivo kao Sto pokazali
Kraljevi¢ Paveli¢ i suradnici u pokusu sa Stakorima hranjenim razliitim zeolitima. U
navedenoj studiji su izmjerene povecane koli€ine aluminija u krvi Stakora nakon
hranjena sa ZA. (Kraljevi¢ Paveli¢ et al., 2017.) Istovremeno je s otpustanjem silicija s
povrsine klinoptilolitnin materijala, otpuSteno manje od 3 % aluminijevih formi. Brzo
stvaranje netopivih hidroksida te vezanje uz polimere silicija i ovu malu koli€inu
otpusStenog aluminija Cini inertnom s bioloSkog stajaliSta te se nakon konzumiranja
zeolita klinoptilolita ne biljezi ulazak aluminija u krv.( Kraljevi¢ Paveli¢ et al., 2022.)
Otpustanje silicijevih formi vjerojatno je u podlozi niza prethodno opserviranih
pozitivnih u€inaka zeolita na organizam s obzirom da je poznato kako silicij primjerice,
ima vaznu ulogu u mineralizaciji kostiju i osteoporozi, sintezi kolagena i starenju koze,
stanja kose i noktiju, aterosklerozi i Alzheimerovoj bolesti. (Jurki¢ et al., 2013.)
Promjene povrSine zeolita klinoptilolita u razli€itim medijima poznate su u literaturi i
kao aktivacija povrSine zeolita Sto se primjerice provodi uz pomoc¢ kiseline (npr. HCI)
ili soli (npr. NaCl). Naime, promijene na povrSini zeolita klinoptilolita koje se odvijaju u
prisutnosti kiseline ili soli u vodenom mediju mogu poboljSati svojstva ionske izmjene
poput primjerice povecanja adsorpcije radionuklida i teSkih metala. (Prajitno et
al.,2020.)

Adsorpcijska svojstva zeolita su i u direktnoj vezi s kisikovim atomom u strukturi
zeolitnih tetraedara pri ¢emu se kisik ponasa kao proton akceptor te ima negativan
naboj. Ovo mjesto je potencijalno adsorpcijsko/interakcijsko mjesto za vodikove
katione (protone) u modelnoj otopini Zeluca(pH =1,94) koja sadrzi HCI. U vodenoj
otopini HCI disocira na H* i CI. Stoga je logi¢na interakcija kisikovih atoma sa povrSine
zeolita koji imaju negativni naboj i vodikovih kationa iz modelne otopine Zelucakoji
imaju pozitivan naboj (ionska veza). U ovom procesu se formiraju jake privlacne sile
izmedu povrSine zeolita i vodikovih kationa (protona) iz modelne otopine Zelucasto
rezultira smanjenjem pH otopine koji je izmjeren tijekom pokusa. Svi testirani zeoliti su
povecali pH modelne otopine Zelucazbog adsorpcije kationa na povrSinu. Sli¢no je
utvrdeno za modelnu otopinu crijeva (pH je 5,7) Ciji se pH takoder podigao nakon
dodatka testiranih zeolita. Najveci porast vrijednosti pH izazvao je zeolit PMA (ApH =
2,89). Vecu promjenu pH su opcenito zeoliti TMAZ, PMA i PMAOZ2 izazvali u modelnoj
otopini crijeva u odnosu na modelnu otopinu Zeludca. Stoga se moze zakljuciti kako
se u modelnoj otopini crijeva veci broj vodikovih kationa veze za povrSinu zeolita, a
njihova koncentracija u otopini opada, sto rezultira porastom pH. Vjerojatno su tomu
razlog stabilne interakcije izmedu negativnog kisikovog atoma iz kristalne reSetke
zeolita i vodikovih kationa iz otopine.

75



Nadalje, zbog istog svojstva, klinoptilolitni zeoliti mogu imati dobra adsorpcijska
svojstva za glikozide iz vode zbog prisutnosti aktivnih atoma kisika na povrsini, koji
mogu vezati hidroksilne (ionska veza) i aldehidne skupine iz Secera (dipol-dipol
interakcija). lako se molekule ugljikohidrata obi€no smatraju hidrofilnim, one imaju
hidrofobne CH2-dijelove te u slu€aju hidrofobnih zeolita postoji i geometrijsko
ograniCenje adsorpcije te adsorpcija u visokom postotku nije oCekivana. U ovom
doktoratu smo stoga istrazili svojstva testiranih prirodnih klinoptilolitnin materijala
TMAZ, PMA i PMAO2 specificno prema D-glukozi u mQ H20 koja je relevantan Secer
za metabolizam Covjeka. Molekule D-glukoze naime, sadrze OH skupine i aldehidnu
skupinu COH. Afinitet za D-glukozu bio je znacajno veéi u modelnim otopinama s
kiselim pH u odnosu na otopinu mQ Hz0, vjerojatno zato $to je atom kisika u strukturi
zeolita akceptor protona. Na primjer, postotak izmjerenog ugljika koji ukazuje na
prisutnost D-glukoze na povrsini zeolitnih materijala koji su se istalozili prije i nakon
centrifugiranja pri 4000 rpm, povecan je u uzorcima modelnih otopina crijeva (17,98
% za TMAZ, 32,69 % za PMA i za 32,65% za PMAOZ2) u usporedbi s otopinama mQ
H20. Ovaj afinitet za adsorpciju D-glukoze potvrden je i kvantificiran tekuéinskom
kromatografijom (UHPLC) gdje je pokazano kako se D-glukoza veze za povrSinu
zeolita TMAZ, PMA i PMAOZ2 u rasponu 8,76% - 11,34%. Adsorpcija Secera na zeolite
testirana je uglavnhom za industrijske aplikacije i radena je na ne-klinoptilolitnim
materijalima poput primjerice FAU tipa zeolita (Fornefett et al., 2016.) ili BEA tipa
zeolita (Holtkamp et al., 2012.) Sto nije usporedivo s opserviranim u€inkom za zeolite
HEU tipa TMAZ, PMA, PMAOZ2. To¢an mehanizam interakcije povrSine zeolita s D-
glukozom koji smo opservirali mogao bi stoga ukljucivati izravnu adsorpciju putem
stvaranja ionske veze, dipol-dipol interakcije, dipol inducirani dipol interakcije, te
vodikove veze izmedu povrsine klinoptilolita i hidroksilne ili aldehidne skupine D-
glukoze.

Uoceni efekt mogao bi se iskoristiti u in vivo sustavima, s obzirom da su Hossein i
suradnici u svojoj studiji pokazali da su razine glukoze i oksidativni stres smanjeni kod
Stakora s dijabetesom tipa 1 nakon primjene klinoptilolithog materijala. (Hossein et al.,
2018.) U ovoj studiji medutim, autori su za tretman Stakora koristili materijal nano
veli€ine, dok je materijal testiran u nasoj studiji bio mikronizirani materijal s rasponom
promjera od 1,2 ym do 24,2 ym. Takoder, u ovoj studiji autori su koristili model
proucavali Stakora s dijabetesom. a u nasoj studiji smo testirali u€inke PMA na razinu
glukoze u krvi zdravih miSeva. Zanimljivo je da je u studiji Hosseina i sur. pokazano
da klinoptilolitni materijal nanoveliCine smanjuje razinu glukoze u krvi kod Stakora s
dijabetesom na gotovo normalne razine. S obzirom na razlike u studijama, nasi se
rezultati ne mogu izravno usporediti s ovom studijom i imaju relevantnost u
potencijalnoj preventivnoj primjeni u fizioloSkim uvjetima. Vazno je napomenuti da
nanocestice zeolita mogu izravno uci u cirkulaciju dok PMA koristen u nasoj studiji ne
ulazi u cirkulaciju, kao Sto je dokazano u prethodnim studijama. (Kraljevic et al., 2022.)
Snizenje razine glukoze u krvi u miSeva hranjenih D-glukozom u nasoj studiji pokazalo
se statisticki zna€ajno samo u skupini prethodno tretiranoj s PMA tijekom 3 dana. To
implicira dodatne mehanizme djelovanja, koji vjerojatno uklju€uju neke ucinke na
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stanje crijeva i crijevni mikrobiom koji su kao hipoteza prethodno navedeni u literaturi.
(Kraljevic et al., 2018.)

Razina glukoze u krvi regulirana je homeostatskim mehanizmima, a poremecaiji
srediSnje signalizacije inzulina i metabolizma glukoze dovode do poremecaja
homeostaze glukoze u cijelom tijelu. (Tups et al., 2017.) Patologije koje se pri tome
razvijaju ukljuCuju dijabetes i metabolicki sindrom, pri ¢emu dolazi do poremecaja
razina glukoze u krvi. (Aronoff et al., 2004.) U ovih bolesti, potrebno je stoga
intervenirati kako farmakoloski, lijekovima tako i kroz prehrambene smjernice kojima
je cilj pomo¢ u odrzavanju normalnih razina glukoze u krvi. Postoje i neki drugi pristupi,
poznati kao integrativni pristupi, koji su jos uvijek u eksperimentalnoj fazi ispitivanja te
uklju€uju i koriStenje dodataka prehrani poput primjerice vitamina E (Al-Shamsi et al.,
2006.), polifenola poput primjerice resveratrola i antocijanina. (Huang et al., 2020; Kim
et al. 2016.) Naime, epidemiolo$ka istrazivanja pokazuju da su upravo polifenoli oni
koji pridonose i spreCavaju dijabetes tipa 2 (T2D). Primjerice su to polifenoli iz kave,
borovnice, maslinovog ulja, propolisa, Cokolade, crnog vina, sjemenki grozda i
kakaovca. No, ukoliko se pojedinacne komponente izdvoje iz hrane nije jednoznacno
pokazano da ima koristi u dijabetiCara. U kliniCkim ispitivanjima je medutim, uCinak
resveratrola i antocijanina potvrden kao antidijabetiCki smanjujuci razinu glukoze u krvi
poboljSavajuéi lu€enje inzulina i otpornost na inzulin. (Cao et al.,2019.) Zanimljivi su
rezultati dobiveni i u istrazivanjima antiglikemiCkog i antidijabetickog u€inka cimeta u
zivotinja i ljudi. U osam klini€kih ispitivanja potvrden je njegov pozitivan ucinak na
kontrolu razina Secéera u krvi $to se pripisuje pojacanoj ekspresiji proteina uklju¢enih u
transport glukoze, u€incima na signalizaciju inzulina i regulaciji dislipidemije. (Sharma
et al., 2020.)

Jedna moguca prehrambena intervencija mogla bi stoga biti i primjena zeolita
klinoptilolita kao zasebna intervencija koja smanjuje razine glukoze u krvi tijekom
unosa glukoze u tijelo ali i kao potencijalnih nosaca lijekova. (Servatan et al., 2020.)
Tomu u prilogu govore i rezultati naseg istrazivanja s obzirom da smo pokazali da se
tretmanom s PMA kod miSeva smanijuje razina glukoze u krvi za 13 % u 15 min do
18 % nakon 30 min. U usporedbi s dobivenim rezultatom primjerice, ucinkovitost
zeolita bila je veé¢a no dokazan ucinak cimeta koji je u prosjeku snizio razinu glukoze
u krvi ljudi 20. i 40. dana suplementacije za 4,17 % i 4,90 % pri 1g cimeta dnevno, za
1,84 % i 2,75 % pri 3g cimeta dnevno te za 4,55 % i 5,92 % pri 6g cimeta po danu.
(Kizilasan i Erdem ., 2019.)

Kubo i sur. nedavno su demonstrirali korisnost dodavanja prirodnog zeolita u ishranu
miSeva na modelu miSa s pretiloS¢u izazvanom visokim udjelom masti i dijabetes
melitusom tipa 2. Dodavanje 10 % zeolita unutar redovne prehrane zaustavilo je
debljanje i snizilo triacilglicerol u plazmi, ukupni kolesterol i kolesterol lipoproteina
visoke gustoCe kao i razinu glukoze u krvi nataSte. Slicno naSem istrazivanju,
postprandijalne razine glukoze u krvi bile su smanjene u oralnom testu tolerancije
glukoze u 12. tjednu. (Kubo i Kawai., 2021.) Paveli¢ i HadzZija takoder su obijavili
rezultate koji ukazuju na pozitivne ucinke zeolita klinoptilolita kod dijabetickih miSeva.
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(Paveli¢ i Hadzija., 2003.) Autori medutim ukazuju da za opservirana pozitivha
svojstva osim adsorpcije, mehanizam ucinka zeolita mozda ukljucuje silicij otpusten iz
zeolita in vivo s obzirom da je ve¢ prethodno u literaturi pokazano da dodatak
silicjevog dioksida moze u potpunosti sprijeCiti spontani dijabetes u BB miSeva.
(Oschilewski et al., 1985). | rezultati ove studije pridonose dokazima koji ukazuju na
zeolit klinoptilolit kao potencijalnu supstanciju od koristi i kontroli razina glukoze u krvi
bilo kod osoba s poremecenim metabolizmom glukoze ili onih s dijagnosticiranim
dijabetesom. PredloZzena primjena klinoptilolitnih zeolitnih materijala posebno je
interesantna u kontekstu razvoja integrativnih medicinskih pristupa temeljenih na
dokazima u segmentu oralnih intervencija s razliitim prirodnim spojevima,
nutraceuticima i biljnim ekstraktima koji su iznimno biokompatibilni te stoga i niske
toksi¢nosti koja bi se mogla dalje prouCavati kao podrSka standardnim terapijskim
protokolima. (Chan et al., 2022; Thottapillil et al., 2021.)

Interakcije klinoptilolitnog zeolitnog materijala s D-glukozom koje smo opservirali in
vitro i potvrdene in vivo kod miSeva, potrebno je dodatno istraziti s obzirom da
temeljem dobivenih rezultata vrsta interakcije nije u cijelosti razjaSnjena. Nadalje,
opservirano snizenje razine D-glukoze u krvi kod miSeva hranjenih s D-glukozom sa
statistickom znacajnosti opservirano je samo u skupini prethodno tretiranoj s PMA
tjekom 3 dana. Stoga se moraju pretpostaviti drugi mehanizmi uc€inka zeolita
klinoptilolita PMA koji nisu samo vezani uz potencijalnu adsorpciju D-glukoze na
materijal ve¢ i na moguce otpustanje topivih silicijevih formi s povrSine materijala te
interakciju s mikrobiomom i Peyerovim plo€ama §to u konacnici ima moguce
sistemske reperkusije na homeostazu organizma poput primjerice, intenziviranja
prirodnog imunoloSskog odgovora putem IgA, stabilizacije sastava mikrobioma ili
jacanje antioksidativnih mehanizama u tijelu. Naime, u jednom je kliniCkom ispitivanju
dokazano kako suplementacija mikroniziranim zeolitom u puSaca, smanjuje
oksidativni stres $to je bilo vidljivo smanjenjem lipidne peroksidacije u krvi ispitanika.
To je posebno zanimljiv mehanizam s obzirom da je puSenje jedan od
predisponirajucih faktora za dijabetes. (Atitlan-Gil et al., 2017.)
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6. ZAKLJUCCI

Svi testirani zeolitni materijali, sintetski zeolit A (ZA), te klinoptilolitni materijali
dobiveni razliCitim metodama mikronizacije TMAZ, PMA i PMAQO2 su pokazali
svojstvo promijene strukture povrSine u mQ H20 Sto se dokazalo otpuStanjem
aluminija u w % 16,62 u dekantiranoj frakciji za ZA te 0,22 - 2,91% u dodatno
centrifugiranim frakcijama pri 4000 rpm, 12000 rpm i 140000 rpm. Aluminij je
otpudten u manjem w % (5,8 %) u dekantiranim frakcijama klinoptilolitnih
materijala TMAZ, PMA i PMAQO?2 i dodatno centrifugiranim frakcijama pri 4000
rom, 12000 rpm i 140000 rpm (0,1% - 1,28%). Silicij je otpusten s povrSine ZA
u manjemw % (12 % - 16, 69 %) u odnosu na TMAZ, PMA i PMAO2 (15 % -
46,23 %).
U modelnim otopinama Zeluca(pH = 1.94) i crijeva (pH = 5.7) svi su testirani
zeoliti (ZA, TMAZ, PMA, PMAO2) povecali pH otopina kao posljedicu aktivacije
povrsine u kiselom mediju.
D-glukoza u vodenoj suspenziji testiranih zeolita smanijila je vrijednosti pH za
0,28 (ZA) i u rasponu od 0,45 - 0,9 pH jedinica za klinoptilolitne materijale
TMAZ, PMA i PMAO2 Sto pokazuje da D-glukoza ulazi u interakciju sa
povrSinom zeolita te povecCava koncentraciju vodikovih kationa (H*) u mediju
zbog Cega pH vrijednost pada. Promjena pH u zeolitnim suspenzijama u
modelnoj otopini Zelucabila je manja uz dodatak D-glukoze nego promjena u
modelnoj otopini crijeva, Sto se povezuje s otpustanjem manjeg broja OH" i
veceg broja H* skupina sa povrsine zeolita.
Adsorpcija ili interakcija D-glukoze s povrSinom testiranih zeolita potvrdena je
metodom EDS kao poveéanje masenog udijela ugljika na povrSini materijala iz
suspenzija s D-glukozom izradenog kao maseni postotak:

o ZA: 14,21 % u mQ H20, do 48,13 % u otopini D-glukoze

o za zeolite TMAZ, PMA, PMAOZ2 9,8 % u mQ H20, do 64,17 % u otopini

D-glukoze.

Adsorpcija ili interakcija D-glukoze s povrSinom testiranih zeolita kvantificirana
je uz pomo¢ metode UHPLC: za ZA 8,76 %, za TMAZ 11,34 %, za PMA
10,82 % te PMAO2 11,85%.
U uvjetima in vivo, smanjene razine D-glukoze u krvi izmjerene su u svih zdravih
miSeva suplementiranih sa D-glukozom i klinoptilolitnim zeolitom PMA u
usporedbi s miSevima suplementiranih samo s D-glukozom bez utjecaja na
glavne biokemijske parametre krvi i jetra. StatistiCki znaCajno smanjenje razina
D-glukoze u krvi za 15 % opservirano je samo u miSeva u predtretmanu sa PMA
zeolitom i naknadnim tretmanom s D-glukozom nakon 15 min sa statistickom
znacajnosc¢u (p>0.001).
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8. POPIS TABLICA

Tablica 1. Bruto kemijske formule i strukturna svojstva odabranih prirodnih zeolita
(Margeta et al., 2013.)

Tablica 2. Sazeta tablica u€inaka suplemenata kod dijabetesa adaptirana iz (Hannon
et al., 2020.).

Tablica 3. Biomedicinski znacaj i ograni€enja malih Zzivotinjskih modela (tablica
adaptirana iz (Mukherjee, 2022)).

Tablica 4. pH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 (40 g/L) u mQ
vodi u vremenskim intervalima: pocetni pH, nakon 5 min, 30 min i 24 h inkubacije na
sobnoj temperaturi. Suspenzije su potom inkubirane do ukupno 48 h.

Tablica 5. Razlike za pH vrijednosti (ApH) suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAQO2
(40 g/L) u mQ vodi izmjerene nakon 24 h i 48 h.

Tablica 6. pH vrijednosti zeolita ZA,TMAZ,PMA,PMAO2 (koncentracija 40 g/L) u vodi
i u modelnim otopinama Zeluca(pH = 1,94) i crijeva (pH = 5,7).

Tablica 7. Vrijednosti ApH suspenzija testiranih zeolita u modelnim otopinama Zelucai
crijeva nakon inkubacije 24 h u mraku pri sobnoj temperaturi.

Tablica 8. Izmjerene pH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u mQ
H20 i modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) sa dodatkom otopine D-glukoze u
koncentraciji 40 g/L nakon 24 h inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Tablica 9. Vrijednosti ApH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u
modelnoj otopini Zzeluca(pH = 1,94) sa D-glukozom u koncentraciji 40 g/L nakon 24 h
inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Tablica 10. pH vrijednosti suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u mQ H20 i
modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) sa i bez dodatka otopine D-glukoze u koncentraciji
40 g/L nakon 24 h inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Tablica 11. Vrijednosti ApH suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAQOZ2 u modelnoj
otopini crijeva (pH = 5,7) sa dodatkom D-glukoze u koncentraciji 40 g/L nakon 24 h
inkubacije u mraku pri sobnoj temperaturi.

Tablica 12. Vrijednosti ApH suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u mQ vode
sa D-glukoze u koncentraciji 40 g/L nakon 24 h inkubacije u mraku pri sobnoj
temperaturi.

Tablica13. Elementna analiza Si, O, C, Na i Al za uzorke ZA, TMAZ, PMA i PMAO2 u
mQ H20 dobivene dekantiranjem i centrifugiranjem frakcija pri 4000 rpm, 14000 rpm
i 140000 rpm te uzoraka krutih zeolita uz pomo¢ metode EDS. Rezultati su prikazani
u prosjecnim masenim postocima (w) %.
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Tablica 14. Omjer (Si/Al) testiranih zeolita (ZA, TMAZ, PMA i PMAOZ2) u krutom stanju,
dekantiranoj frakciji iz suspenzije zeolita u mQ H20 te u supernatantima nakon
centrifugiranja suspenzije zeolita u mQ H20 pri 4000 rpm, 14000 rpm i 140000 rpm.
Vrijednosti za Si i Al prikazane su u prosje¢nim masenim (w ) postocima (%) iz ega
se izraCunao omjer Si/Al.

Tablica 15. ProsjeCna vrijednost omjera Si/Al povrSina zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOQOZ2 u krutom stanju i supernatantima suspenzija zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2
u mQ H20 centrifugiranim pri 4000 rpm, 14000 rpm i 140000 rpm (prosjek
centrifugiranih ovih frakcija).

Tablica 16. ProsjeCna vrijednost omjera Si/Al povrSina zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOQO?2 u krutom stanju i dekantiranih frakcija ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 u mQ H20.

Tablica17. Rezultati EDS analize za krute materijale i taloge zeolita ZA, TMAZ, PMA,
PMAOZ2 nakon centrifugiranja suspenzija zeolita u mQ H20 uz inkubaciju s otopinom
D-glukoze nakon centrifuguranja pri 4000 rpm. Rezultati su prikazani kao prosjecni
maseni postotak (w%) elemenata Si, O, C, Na, Al

Tablica 18. Rezultati EDS analize za supernatante zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2
u mQ H20 bez ili uz inkubaciju s otopinom D-glukoze nakon centrifuguranja pri 4000
rom. Rezultati su prikazani kao prosjecni maseni postotak (w %) elemenata Si, O, C,
Na, Al.

Tablica 19. Elementna EDS analiza taloga suspenzija testiranih zeolita ZA, TMAZ,
PMA i PMAO2 inkubiranih u otopini D-glukoze 40 g/L u mQ H20 te u modelnim
otopinama Zeluca (pH =1,94) i crijeva (pH = 5,7) nakon centrifugiranja pri 4000 rpm.

Tablica 20. Rezultati analize UHPLC i kvantifikacija D-glukoze. Rezultati su dobiveni
za suspenzije zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 nakon inkubacije s D-glukozom nakon
centrifugiranja pri 4000 rpm i prikazani su kao koncentracije D-glukoze u mg/ml.
Razlika koncentracije D-glukoze (A) u postotku dana je usporedbom kontrolne otopine
D-glukoze i supernatanta nakon centrifugiranja. Kontrola: otopina D-glukoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za glukozu konstruirana je za raspon koncentracija 2,
1,5, 1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL.

Tablica 21. Rezultati analize UHPLC i kvantifikacija D-fruktoze. Rezultati su dobiveni
za otopine zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 nakon inkubacije s D-glukozom nakon
centrifugiranja pri 4000 rpmO rpm i prikazani su kao koncentracije D-fruktoze u mg/ml.
Razlika koncentracije D-glukoze (A) u postotku dana je usporedbom kontrolne otopine
D-fruktoze i supernatanta nakon centrifugiranja. Kontrola: otopina D-fruktoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za D-fruktozu konstruirana je za raspon koncentracija 2,
1,5, 1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL.

Tablica 22. Rezultati UHPLC i kvantifikacija saharoze. Rezultati su dobiveni za otopine
zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAO2 sa saharozom, nakon centrifugiranja na 4000 rpm i
prikazani su kao koncentracije D-glukoze u mg/ml. Kontrola: otopina saharoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za saharozu konstruirana je za raspon koncentracija 2,
1,5, 1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL
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Tablica 23. Rezultati UHPLC i kvantifikacija laktoze. Rezultati su dobiveni za otopine
zeolita ZA, TMAZ, PMA, PMAQO2 sa saharozom, nakon centrifugiranja na 4000 rpm i
prikazani su kao koncentracije D-glukoze u mg/ml. Kontrola: otopina saharoze od 2
mg/mL. Kalibracijska krivulja za laktozu konstruirana je za raspon koncentracija 2, 1,5,
1, 0,25, 0,125 0,025 mg/mL.

Tablica 24. Rezultati analize razina D-glukoze u krvi miSeva za kombinirani tretman
PMA + D-glukoza i predtretman s PMA prije davanja D-glukoze. Rezultati su prikazani
kao koncentracija D-glukoze u krvi u mmol/L za kontrolne skupine i tretmane u
vremenskim 15 min, 30 min, 60 min i 120 min.

Tablica 25. Prosjecni postoci snizenja razina D-glukoze u krvi miSeva u istovremenom
tretmanu PMA i D-glukoze te predtretmanu s PMA i naknadnom tretmanu s D-
glukozom. Rezultati su prikazani kao postoci (%) smanjenja razine D-glukoze u krvi
izmjerenih nakon 15 min, 30 min, 60 min i 120 min.

Tablica 26. Biokemijski parametri izmjereni u krvi miSeva tijekom in vivo pokusa. Test
pune Krvi je napravljen na uredaju Auto Hematology Analyzer BC-30 Vetfor (Mindray,
Shenzhen, Kina): WBC - bijele krvne stanice; RBC — crvene krvne stanice; HB —
hemoglobin; HCT — hematokrit; MCV -srednji korpuskularni volumen; MCH — sredniji
korpuskularni hemoglobin; MCHC - srednji korpuskularni hemoglobin koncentrat;
PCT - trombociti; RWD — Sirina distribucije eritrocita. Jetreni testovi napravljeni su uz
pomoc¢ uredaja RC clinical chemistry analyzer (Scil Animal Care Company, Njemacka)
nakon uzorkovanja s heparinom kako slijedi: Alanin aminotransferaza (ALT); Albumin
(ALB); Alkalna fosfataza (ALP); Amilaza (AMY); Gama glutamiltransferaza (GGT);
Glukoza (Glu); Kreatinin (CREA); Globulin (Glob); T bilirubin (TBIL); Urea (BUN);
Albumin/Globulin omjer (A_G); Fosfati (PHOS); Ukupni proteini (TP); Ukupni
kolesterol(TC). StatistiCka znacajnost (p<0.05) i post hoc usporedba grupa prikazane
su u zadnja dva stupca.

9. POPIS SHEMA

Shema 1. Stvaranje ionske veze izmedu negativno nabijenog tetraedra aluminija na
povrSini zeolita klinoptilolita. lonska veza moze nastati u interakciji sa kationom bilo
kojeg metala, molekulama s dipolnim momentom te vodikovim kationom.

10.POPIS SLIKA

Slika 1. Nastajanje zeolitne strukture. (Liu., 2021.)

Slika 2. Freiherr Axel Frederick Cronstedt (1722-1765) (desno) i zeolitna struktura
(lijevo). Preuzeto ] web stranice:
https://www.flickr.com/photos/108033873@N02/16083401351, 8. sijeCanj 2024.

Slika 3. Prikaz formiranja kristalne (alumosilikatne) reSetke klinoptilolita.
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Slika 4. Vrsta i polozaj kanala i Supljina u strukturi klinoptilolita (Rodriguez et al., 2022)

Slika 5. Kationska mjesta M1, M2, M3 i M4 u A i B kanalima klinoptilolita prema
Koyama i Takeuchi modelu gledano duz [001] (@’ = a sinB). Preuzeto iz (Rodriguez et
al., 2022.)

Slika 6. Struktura sintetskog zeolita A. Zatvoreni krugovi, otvoreni krugovi i oni s
toCkama prikazuju atome Si, O i Al. ( Nakano i Nozue., 2007.)

Slika 7. Molekula metformin hidroklorida

Slika 8. Klju€ni procesi ukljueni u razvoj metabolickog sindroma i dijabetesa koji se
aktiviraju djelovanjem perzistentnih stresora.

Slika 9. Supernatant suspenzije zeolita A u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel A),
frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm (panel
D). ProsjeCni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim Cesticama zeolita u
frakcijama bio je 16% (panel A), 16 % (panel B), 16,96% (panel C) i 12 % (panel D).
Postotak Al u formiranim kristalima ili malim ¢esticama zeolita u frakcijama bio je 16,62
% (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C) i 2,91 % (panel D). Slike su dobivene
uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa SEM Jeol JSM-7800F. Povecanje 10000x.

Slika 10. Supernatant suspenzije TMAZ u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel A),
frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm (panel
D). Prosje¢ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim ¢esticama zeolita u
frakcijama bio je 16 % (panel A), 16 % (panel B), 16,96 % (panel C) i 12 % (panel D).
Postotak Al u formiranim kristalima ili malim Cesticama zeolita u frakcijama bio je 16,62
% (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C)i 2,91 % (panel D). Slike su dobivene
uz pomoc elektronskog mikroskopa SEM Jeol JSM-7800F. Povecanje 10000x

Slika11. Supernatant suspenzije PMA u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel A),
frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm (panel
D). Prosje€ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim Cesticama zeolita u
frakcijama bio je 16 % (panel A), 16 % (panel B), 16,96 % (panel C) i 12 % (panel D).
Postotak Al u formiranim kristalima ili malim ¢esticama zeolita u frakcijama bio je 16,62
% (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C) i 2,91 % (panel D). Slike su dobivene
uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa SEM Jeol JSM-7800F. Povecanje 10000x.

Slika 12. Supernatant suspenzije PMAO2 u mQ H20 iz dekantirane frakcije (panel A),
frakcije 4000 rpm (panel B), frakcije 14000 rpm (panel C) i frakcije 140000 rpm (panel
D). Prosje¢ni maseni postotak Si u formiranim kristalima ili malim ¢esticama zeolita u
frakcijama bio je 16 % (panel A), 16 % (panel B), 16,96 % (panel C) i 12 % (panel D).
Postotak Al u formiranim kristalima ili malim Cesticama zeolita u frakcijama bio je 16,62
% (panel A), 1,4 % (panel B), 0,22 % (panel C) i 2,91 % (panel D). Slike su dobivene
uz pomoc elektronskog mikroskopa SEM Jeol JSM-7800F. Povecanje 10000x.
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Slika 13. Usporedba izgleda povrSina ispitanih zeolita A, TMAZ, PMA i PMAO2 u
krutim suhim uzorcima i talozima dekantiranih uzoraka iz suspenzija mQ vode. Slike
krutih uzoraka su snimljene uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa SEM QUANTA FEG
250 FEI (povecanje 30000x). Slike dekantiranih taloga snimlijene su uz pomo¢
elektronskog mikroskopa JEOL JSM-7800F. Povecanje 10000x.

Slika 14. SEM slike krutog zeolita A (panel A), supernatanta nakon centrifugiranja
suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i talog nakon
centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40 g/L (panel
C). Slike su dobivene uz pomocC elektronskog mikroskopa Scanning Electron
Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer
Scientific, SAD). Povecéanje 5000x ili 6000x.

Slika 15. SEM slike krutog zeolita TMAZ (panel A), supernatanta nakon centrifugiranja
suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i talog nakon
centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40 g/L (panel
C). Slike su dobivene uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa Scanning Electron
Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer
Scientific, SAD). Povecéanje 5000x ili 6000x.

Slika16. SEM slike krutog zeolita PMA (panel A), supernatanta nakon centrifugiranja
suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i talog nakon
centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40 g/L (panel
C). Slike su dobivene uz pomoc elektronskog mikroskopa Scanning Electron
Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer
Scientific, SAD). Povecanje 5000x ili 6000x.

Slika17. SEM slike krutog zeolita PMAOZ2 (panel A), supernatanta nakon
centrifugiranja suspenzije pri 4000 rpm u otopini D-glukoze pri 40 g/L (panel B) i talog
nakon centrifugiranja od 4000 rpm suspenzije zeolita u D otopini glukoze pri 40 g/L
(panel C). Slike su dobivene uz pomo¢ elektronskog mikroskopa Scanning Electron
Mikroskop SEM QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer
Scientific, SAD). Povecéanje 5000x ili 6000x.

Slika 18. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate ZA u otopini D-glukoze
pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) (panel B) i
modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije zeolita
pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecanje 6000x.

Slika 19. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate TMAZ u otopini D-
glukoze pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini zeluca(pH = 1,94) (panel
B) i modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije
zeolita pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
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QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecanje 3000x ili 6000x.

Slika 20. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate PMA u otopini D-glukoze
pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini Zeluca(pH = 1,94) (panel B) i
modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije zeolita
pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecanje 6000x.

Slika 21. Prikaz slika elektronske mikroskopije za precipitate PMAO2 u otopini D-
glukoze pri 40 g/L u mQ H20 (panel A), u modelnoj otopini zeluca(pH = 1,94) (panel
B) i modelnoj otopini crijeva (pH = 5,7) (panel C) nakon centrifugiranja suspenzije
zeolita pri 4000 rpm. Slike su dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom SEM
QUANTA FEG 250 FEI, Low Vacuum SE detektor (Thermo Fischer Scientific, SAD).
Povecéanje 6000x.

Slika 22. Razine D-glukoze u krvi miSeva izmjerene u mmol/L u istovremenom
tretmanu PMA-zeolit + D-glukoza te predtretmanu s PMA-zeolitom i naknadnom
tretmanu s D-glukozom. Rezultati su prikazani kao koncentracije razina D-glukoze u
mmol/L u Kkrvi izmjereno nakon 15 min, 30 min, 60 min i 120 min. Statisti¢ki znac¢ajne
razlike (oznaceno zvjezdicom *) u koncentraciji D-glukoze u krvi miSeva takoder su
utvrdene usporedbom pozitivne kontrole tretirane s D-glukozom sa negativhom
kontrolom i skupinom Zivotinja tretiranom samo s PMA-zeolitom (p>0,05).
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