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1 SAZETAK

U ovom istrazivanju ispitivano je medudjelovanje pojedinih izomera vitamina E (o-, y- i 6-
tokoferol) dodanih u razli¢itim volumenima i kombinacijama iz standardnih otopina i izomera
ckstrakta vitamina E dobivenog iz ulja kostica grozda dvaju sorti, Cabernet sauvignon (uzorak
CS) i Cabernet franc (uzorak CF) s podruéja Slavonije. Takoder analiziran je i utjecaj izomera
na brzinu reakcije s radikalima te ukljucenost izomera u pojedine faze brzine kemijske

reakcije.

U ekstrakte vitamina E dodani su odredeni volumeni standardnih otopina pojedinih izomera
a-, y- i o-tokoferola i to u razli¢itim kombinacijama (prva tri uzorka sadrzavala su samo po
jedan izomer, Cetvrti, peti i Sesti sadrzavali su kombinacije dvaju izomera dok je posljednji
sedmi sadrzavao kombinaciju sva tri izomera). Antioksidacijska aktivnost uzoraka prikazana
je gubitkom signala DPPH radikala u odnosu na koncentraciju izraGunatom metodom TEAC
(»Trolox equivalent antioxidant capacity”). Rezultati ukazuju da porastom udjela
antioksidansa raste i antioksidativna aktivnost. Nadalje utvrdeno je da kombinacije dodanih a,
v- i o-tokoferola u ekstrakt vitamina E iz ulja CS i CF imaju antagonisti¢ki utjecaj osim

uzorka CS6 u kojem je dodana kombinacija izomera y- i 5-tokoferola.

Za opisivanje kinetike nestanka radikala koristeno je pet monofaznih i bifaznih matematickih
modela. Dobiveni rezultati pokazali su da se reakcija odvija u dva stupnja, brza reakcija u
pocetnih 4 do 6 minuta, nakon ¢ega slijedi sporija i monotonija reakcija. Na osnovu dobivenih
rezultata moze se zakljuciti da je bifazna kinetika nestanka DPPH radikala posljedica niza
sloZzenih reakcija koje se odvijaju razli¢itim mehanizmima, a u kojima sudjeluju pojedini

izomeri tokoferola.

Kljuéne rijeci: vitamin E, tokoferoli, TEAC, DPPH radikal, kinetika, matematicki modeli



2 SUMMARY

In the present study the effects and interactions of a-, y- and &-tocopherols added into the
vitamin E extract obtained from the two oil grape seeds cultivars (Cabernet sauvignon, CS;
Cabernet franc, sample CF) were examined. a-, y- and d-tocopherols were added at different
volumes and combinations from the standard tocopherol solutions. The effect of tocopherol
isomers on the rate of chemical reaction with radicals as well as involvement of individual

tocopherol isomers in different phases of the chemical reaction were analyzed.

At the vitamin E extracts, a-, y- and é-tocopherol standard solutions at different volumes and
combinations were added, the three samples contained only the one of the isomer, the other
three contained the combination of two isomers and last one contained the combinations of all
three isomers. The antioxidant sample activity was shown by losing the signal of DPPH
radical in the relation to the concentration calculated from TEAC method (,,Trolox equivalent
antioxidant capacity*). The results indicate that the increasing antioxidants amount , increase
the antioxidant activity of the sample. Furthermore, it was found that the combinations of a-,
v- and o-tocopherol solutions added into the vitamin E of CS and CF extracts, showed the
antagonistic effect, except for the sample CS6 where a combination of y- and &-tocopherol

isomers was added.

For description of the radical disappearance kinetics five mathematical models (mono- and
biphasic) were used. The results showed that the reaction takes place in the two phases; first
rapid phase during the initial 4 — 6 minutes of the reaction when follow the second much
slower and monotonus phase. Results of the study pointed that the biphasic kinetics of DPPH
disappearance is a consequence of the complexity of reactions that involve different

tocopherol isomers and proceed through different chemical pathways.



Keywords: Vitamin E, tocopherols, TEAC, DPPH radical, kinetics, mathematical models



3 UvOoD

3.1 \Vitis vinifera

Sve viSe paznje se posvecuje hrani. Hrana generalno nije ,,lo$a“ ili ,,dobra®, postoji samo
,Josa“ ili ,,dobra* prehrana. Pravilna prehrana jedan je od ¢imbenika koji utje¢e na ljudsko
zdravlje. Naziv ,funkcionalna hrana®“ podrazumjeva svu hranu s bioloski aktivnim

djelovanjem, koja pomaze o¢uvanju zdravlja i utjeCe na pojedine tjelesne funkcije.

Namyjena funkcionalne hrane nije da utazi glad niti da ljudskom organizmu osigura potrebne
tvari, ve¢ da sprijeci nastanak bolesti te poboljsa fizicko i psiholosko stanje covjeka. Medu

funkcionalnom hranom vazno mjesto je pronaslo i grozde.

Grozde je plod biljke koja se latinski naziva Vitis vinfera. Ova biljka uspjeva od Dalekog
Istoka sve do Srednje Europe. Uzgaja se u Aziji, Europi, Africi, Juznoj i Sjevernoj Americi,

Novom Zelandu, Australiji a moZe se pronaci ¢ak 1 u nekim juznim dijelovima Sibira.

Postoje razne sorte grozda, naj¢escée su to stolna grozda te grozda za proizvodnju vina. Bobica
grozda je hrskave teksture i slatkog, suhog ili oporog okusa. Prozirno meso obavija glatka

koZzica. Prema boji kozice stroga podjela grozda je na bijelo ili crno grozde (slika 1.)

Slika 1 Vitis vinifera (preuzeto s: http://allbeautynhealth.com/index.php?route=product/product&product id=101)



http://allbeautynhealth.com/index.php?route=product/product&product_id=101

Plod loze, grozde, predstavlja namirnicu velike nutritivne i dijetetske vrijednosti, te je dobar
izvor hranjivih tvari za naSe tijelo. U 100 g svjezeg voéa sadrzano je 69 kcal ili 288 kJ
energije, 0,72 g proteina, 0,16 g masti, 18,10 g ugljikohidrata, 0,9 g dijetetskih vlakana i
15,48 g Secera. Grozde je dobar izvor vitamina C (11 g, Sto je 14 % preporucenog dnevnog
unosa). Sadrzi fosfornu kiselinu, sve vitamine B, osim B12 te od minerala magnezij, mangan i

kalij. Flavonoidima se pripisuje antioksidacijsko, protuupalno i antialergijsko djelovanje. (1)

Osim njegove uloge kao prehrambene namirnice te uloge u proizvodnji vina, jos je jedan dio
ploda grozda od iznimne vrijednosti. Kostice grozda dugo su se smatrale nusproduktom u
proizvodnji vina no zbog njihovih nutritivnih vrijednosti u svijetu se proizvodi ulje kostica

grozda.

3.2 Ulje kosStica grozda

Ulje sjemenki grozda (slika 2.) dobiva se, kako sam naziv kaze, iz kostica grozda koje su se
dugo vremena smatrale nusproduktom u proizvodnji vina, odnosno velikim ekonomskim i
ekoloskim problemom. No njegove blagodati pokazale su suprotno. Ono obiluje vitaminima i
mineralima, sadrzi znacajne koli¢ine antioksidanasa, te je jako bogato nezasi¢enim masnim
kiselinama: linolnom ili -6 masnom kiselinom (oko 54 %), zatim oleinskom ili ®-3 masnom

kiselinom (oko 36 %), palmitinskom (oko 5 %) i stearinskom (oko 2,5 %).
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Slika 2 Ulje koStica grozda (preuzeto s: http://www.terra-organica.hr/ulje-sjemenki-grozdja-kostica-grozdja-

oleotherapy-vitis-vinifera.html )

Ovo ulje ima dva osnovna podrucja primjene: u kozmetic¢koj industriji te u kulinarstvu. Ulje
kostica grozda posjeduje vazne prednosti za zdravlje. Dobar je izvor masnih kiselina i
vitamina E. Iz tog razloga mnoge istrazivacke skupine potaknute su na dublje analize ovog
proizvoda. Cilj je utvrditi Sto precizniji i to¢niji sastav ulja, odrediti njegova svojstva te ono

zbog ¢ega je najvise zanimljivo, njegovu antioksidativnu sposobnost.

3.3 Vitamini

Vitamini su esencijalni nutrijenti koje organizam covjeka ne moze sam sintentizirati ve¢ ih je
potrebno uzimati hranom. Vitamini se dijele na dvije skupine, vitamini topljivi u vodi te
vitamini topljivi u mastima. Medu njima se izdvajaju vitamini Kkoji imaju ulogu
antioksidanasa: vitamin A (B-karoten), vitamin C (djeluje zajedno s vitaminom E), vitamin D

(sintentizira se pomocu sunceve svjetlosti) te vitamin K (uloga koagulacije krvi). (2)

Nastanak kardiovaskularnih i malignih bolesti se pripisuju osteCenju bioloskih struktura
izazvanim slobodnim radikalima. Mnoga epidemioloSka 1 klini¢ka istrazivanja pokazuju
povezanost izmedu dugotrajnog poveéanog unosa o-tokoferola i B-karotena sa smanjenom

oksidacijom lipoproteina niske gustoc¢e (LDL —,Low density lipoprotein®), prema tome i


http://www.terra-organica.hr/ulje-sjemenki-grozdja-kostica-grozdja-oleotherapy-vitis-vinifera.html
http://www.terra-organica.hr/ulje-sjemenki-grozdja-kostica-grozdja-oleotherapy-vitis-vinifera.html

manju smrtnost od kardiovaskularnih bolesti. Veliko je zanimanje za mogucéu ulogu ovih

vitamina koji su se pokazali kao prirodni antioksidansi u prevenciji bolesti.

U razli¢itim istrazivanjima vitamini su koriSteni u 10 puta veéim dozama od propisane
preporucene dnevne vrijednosti (RDA - ,Recommended Daily/Dietary Allowances).
Istrazivanja pokazuju da povecan unos odredenih vitamina moze koristiti u prevenciji
odredenih bolesti. Posljedicno tome zabiljeZen je i porast uzimanja vitaminskih pripravaka.

Cesée se rabe multivitaminski pripravci dok nesto rjede monokomponentni. (3)

Obzirom da su vitamini i suplementi stavljeni u kategoriju prehrambenih tvari a ne lijekova

onda oni ne prolaze istu preciznu i temeljitu kontrolu kao ostale farmaceutske formulacije.

Ostecenja slobodnim radikalima, nastala tijekom oksidacijskog stresa uklju¢ena su u
patofiziologiju razli¢itih bolesti. Mnoge akutne i kroni¢ne bolesti zapravo su posljedica

neravnoteze izmedu oksidativnoga stresa i antioksidacijskih obrambenih mehanizama.
3.4 Slobodni radikali

Slobodni radikali su kemijski spojevi s jednim ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj ljusci.
Zbog nesparenog elektrona slobodni radikali imaju vrlo veliku kemijsku reaktivnost s niskom
specifiénoscu za reaktante. U kemijskoj reakciji, koja se naziva oksidacija, dolazi do brzog i
nepredvidivog spajanja slobodnih radikala s bilo kojim bliskim proteinom, lipidom,
ugljikohidratom ili nukleinskom kiselinom. Vezivanjem slobodnih radikala na organske
molekule nastaju novi spojevi sa svojstvima radikala, pa time imaju moguénost pokretanja

novog niza neenzimskih lanc¢anih reakcija. (3)

Slobodni radikali s obzirom na izvor dijele se na endogene i egzogene. Endogeni slobodni
radikali nastaju u organizmu kao posljedica metabolizma kisika, apoptoze, koagulacije,

fagocitoze, kemoataksije, koagulacije, hipoksije ili hiperoksije. Egzogeni izvori slobodnih



radikala dolaze iz naSe okoline, to moze biti dim cigarete, lijekovi, prehrana, pesticidi,

radioaktivno zracenje, UV zracenje...( Slika 3.)

Slobodni radikali

: Ostecenastanicna  Normalna stanicna
membrana membrana

Slika 3 Utjeca] slobodnih radikala na stanicu (preuzeto s: http://matuzalem.hr/o-antioksidansima/ )

Slobodni radikali koji nastaju u organizmu ¢ovjeka jesu superoksidni anion, perhidroksilni
radikal i hidroksilni radikal. Njihova uloga nije uvijek Stetna za ljudski organizam, ponekad u

nekim fizioloSkim reakcijama i stani¢nim funkcijama imaju ulogu vjesnika.

Uloga slobodnih kisikovih radikala jedno je vrlo znacajno podrucje medicinske znanosti.
Slobodni kisikovi radikali imaju odredenu ulogu u ljudskomm organizmu, u mnogim
unutarstani¢nim procesima, signalizaciji, apoptozi, proliferaciji te imunoloSkom odgovoru.
Fagocisticne stanice proizvode kisikove radikale kao dio mehanizma za uniStavanje

mikroorganizama nakon fagocitoze. (4)

Smatra se da su odgovorni za nastanak mnogih akutnih i kroni¢nih oboljenja, poput akutne i
kroni¢ne upale (ateroskleroza, hipertenzija) te malignih bolesti. Svim tim stanjima zajednicko
je oStecenje bioloskih molekula procesom oksidacije. Prisutnost slobodnih kisikovih radikala
(tablica 1) moze uzrokovati i citotoksi¢no djelovanje, $to dovodi do smrti stanica, nastanka

mutacija i kromosomskih aberacija, te karcinogeneze. (4)


http://matuzalem.hr/o-antioksidansima/

Tablica 1. Reaktivni kisikovi spojevi (4)

REAKTIVNI KISIKOVI SPOJEVI

SLOBODNI RADIKALI CESTICE KOJE NISU SLOBODNI RADIKALI
Superoksidni, O, Vodikov peroksid, H,0O,

Hidroksilni, OH- Hipokloritna kiselina, HCIO

Peroksilni, ROO- Ozon, O3

Aloksilni, RO- Singletni kisik, ‘O,

Hidroperoksilni, HO,-

Izracunato je da se u molekuli DNK svake humane stanice svakodnevno dogada oko 10 000
oksidacijskih ,,udara“. Taj podatak ukazuje na to da je oksidacijski stres svugdje prisutan, i u
zdravih 1 u bolesnih osoba Sto opet pak pokazuje da ljudski organizam raspolaze izvrsnim
prirodnim mehanizmima obrane. Sve te reakcije oksidacije na bioloSkim molekulama u
covjeku, organizam sam obrani, i one su samo prolazne. Medutim ako je oksidacijski stres
prevelik i stalan, obrambeni mehanizam postaje preoptereen, dolazi do neispravnih mutacija
DNK, narusava se homeostaza organizma, nagomilavanja stetnih produkata oksidacije te

naposljetku i do nastanka bolesti.

3.5 Antioksidansi

U prirodnom antioksidacijskom mehanizmu obrane sudjeluju endogeni antioksidansi:
vitamini K, A, C i E, koenzim Q, tiolne molekule (cistein, cistamin, metionin, glutation),

ubikvinon, glukoza, bilirubin, urati te kataboli¢ki peptidi u stanici.

Antioksidansi se dijele u dvije velike skupine; ,,antioksidansi u bioloskim tekucinama® i
»antioksidansi u prehrani®. (3) To znaci na one koji se prirodno nalaze u ljudskom organizmu

I sprjecavaju oksidaciju bioloskih molekula te na one Koji se unose u organizam putem hrane



te se tako znacajno smanjuju Stetna djelovanja reaktivnog kisika i/ili dusika na normalne
fizioloske funkcije. S obzirom na sve veéi porast kardiovaskularnih bolesti, malignih
oboljenja i infarkta, razumljiv je veliki znanstveni interes usmjeren upravo na podrobnija

istrazivanja prirodnih antioksidanasa uneSenih hranom u prevenciji i lijeCenju tih bolesti.

ANTIOKSIDANS

DONIRANI e~ ( i

ELEKTRON _<
% ~li
(N

NESPARENI '\ \__/
ELEKTRON  \ 52

SLOBODNI RADIKAL

Slika 4. Djelovanje antioksidansa (preuzeto s : http://www.val-znanje.com/modem/zdravlje-tekstovi-sungit.html )

Da bi se razumjelo djelovanje slobodnih radikala na bioloske molekule potrebno je prikazati
mehanizam lipidne peroksidacije koja se odvija kroz tri faze: inicijacija, propagacija te
terminacija. Peroksidacijski niz u lipidnom sustavu zapoc¢inje napadom slobodnih kisikovih
radikala koji su sposobni odvojiti atom vodika iz metilenske skupine. Time zapocinje lanc¢ani

niz $tetnog utjecaja radikala. (5)
INICIJACIA: slobodni radikal R+
PROPAGACNA: R- + 0 — ROO-

ROO- +RH — ROOH + R-
TERMINACUA: ROO- + ROO- — neaktivni produkt
Pri ¢emu je:
ROO- - peroksilni radikal

ROOH - hidroperoksil.

10



3.6 Vitamin E

1925. godine vitamin E je sluzbeno priznat kao peti otkriveni vitamin. Nekoliko godina
kasnije dobio je naziv tokoferol, iz grckih rijeci ,,toc” (dijete) i ,,phero (nositi, izvesti), $to je
opisivalo njegovu ulogu kao bitne tvari u prehrani za razvoj fetusa a kasnije i u razvoju
djeteta. Godine 1969. Agencija za hranu i lijekove (FDA — ,,Food and Drug administration‘)

je sluzbeno priznla vitamin E kao bitan nutrijent za ljudsku populaciju. (6)

Vitamin E se nalazi u razli¢itim vrstama hrane, ukljucuju¢i ulje, meso, jaja i lisnato povrée.
Oblik koji je najpoznatiji po svojoj ulozi za ljudsko zdravlje je a-tokoferol (slika 6.), kojim
obiluju ulje masline i suncokreta te prevladava u prehrani europskog kontinenta. y-tokoferol
(slika 7.) je oblik kojim obiluje ulje soje i kukuruza te prevladava u prehrani ameri¢kog

kontinenta. (6)

E E E .
- 8 - \
’ r \

Slika 5 Ulja u ljudskoj prehrani (preuzeto s: http://www.healthyfoodhouse.com/herbal-oils-for-skin-care/ )

Vitamin E je najobilniji liposolubilni antioksidans i pripada mu uloga u zastiti stani¢nih
membrana od oksidativnog stresa. Prema istrazivanjima in vitro, vitamin E je smjeSten u
membranama 1 lipoproteinima, gdje moze prekinuti lanCanu reakciju oksidacije LDL

potaknutu slobodnim radikalima i preventivno djelovati na membrane stanica.

11


http://www.healthyfoodhouse.com/herbal-oils-for-skin-care/

Vitamin E postoji u 8 razlicitih izomera: 4 tokoferola (a-, B-, y- 1 8-) (slike 6, 7 i 8) te 4

tokotrienola (a-, B-, y- i 6-).

Slika 6. a-tokoferol (preuzeto s: https://de.wikipedia.org/wiki/Tocopherol#/media/File:Alpha-

Tocopherol Structural Formulae V.1.svq)

CHs

H3C O \\\\ CH3
CWW
CH CHs CHs

HO

Slika 7. y-tokoferol (preuzeto s: http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---T/Delta-

Tocopherol.htm#step-heading )

O \\\\ CH3
CW
CHj CHj CHs

Slika 8. é-tokoferol (preuzeto s: http://chemistry.about.com/od/factsstructures/ig/Chemical-Structures---T/Delta-

CHs

HO

Tocopherol.htm)
Tijekom oksidacije, molekula a-tokoferola prelazi u a-tokoferoksil radikal, koji dalje moze

reagirati s drugim peroksilnim radikalom ili se pomoc¢u vitamina C ponovno reducirati u
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ishodni oblik, a-tokoferol. Prema tome mnogobrojna istrazivanja pokazala su da vitamin E

moze usporiti proces ateroskleroze te kardiovaskularnih bolesti. (3)

Uloga vitamina E, kao antioksidansa je da inhibira fazu propagacije. a-tokoferol donira svoj
fenolni vodikov atom radikalu i pretvori ga u hidroperoksid. Nastali tokoferol radikal je

stabilan i kao takav se spaja s jo$ jednim radikalom te postaje neaktivan. (5)

a-TOH + ROO- — a - TO- + ROOH
o - TO- + ROO- — neaktivni produkt
Pri ¢emu je:
a - TOH — alfa tokoferol,

o - TO- — tokoferoksilni radikal.
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4 ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJISKOG KAPACITETA

4.1 DPPH metoda

Metoda s DPPH radikalom predstavljena je na malo vise od jedne stranice u ¢asopisu Natural
od strane Marsden Blois-a, nau¢nika sa Sveucilista u Stanfordu, 1958 godine. (7) DPPH
metoda je standardna rutinska kolorimetrijska metoda koja se Kkoristi za procjenu

antioksidativnog kapaciteta, odnosno sposobnosti hvatanja slobodnih radikala.

[0

M

o @\ O:N Antioksidans @\ o

b “@@NG: R N Q NO: |
G O:M Biljni ekstrakt @ N

Slika 9 Princip DPPH metode (preuzeto s: http://radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Antioxid.html )

Molekula 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil, ili DPPH, je stabilni slobodni radikal. Otopina je
ljubicaste boje te u etanolu apsorbira na 515 nm. Kada se u otopinu doda tvar koja moze
donirati vodikov atom, DPPH- prelazi u svoj reducirani oblik ¢ime i nestaje ljubicasto
obojenje otopine. Boja prelazi u zuto ovisno o koli¢ini antioksidansa (Slika 9.). (7) Promjenu

boje prati se kinetickom metodom §to se moze prikazati i na sljede¢i nacin:

DPPH- + AH — DPPH-H + A-

Pri ¢emu je:

DPPH- - DPPH radikal

AH - donor vodikovog atoma,

DPPH-H - reducirani oblik DPPH,

A- - slobodni radikal.
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4.2 Kemijska kinetika

Kemijska kinetika se bavi prouc¢avanjem brzina kemijskih reakcija i mehanizama kojima se te
reakcije odvijaju. Brzina reakcije opisuje napredovanje kemijske reakcije s vremenom, a
mehanizam reakcije predstavlja slijed dogadaja na molekularnoj razini kojima reaktanti

prelaze u produkte reakcije.

Pri pracenju napredovanja kemijske reakcije mjere se promjene koli¢ine reaktanata ili
produkata. Promjene u kemijskoj reakciji posljedica su niza dogadaja na molekularnoj razini.
Dogadaji na molekularnoj razini nazivaju se elementarni procesi, dok se niz elementarnih

procesa koji daju produkte naziva mehanizmom reakcije.

Brzina napredovanja kemijske reakcije definira se prirastom dosega reakcije (mnoZine
pretvorbi) s vremenom. MnoZzina pretvorbi, doseg ili napredak povezan je s mnozinama
sudionika kemijske reakcije. Sama brzina kemijske reakcije moze ovisiti o razli¢itim
¢imbenicima kao §to je temperatura, tlak, koncentracija ili prisustvo katalizatora. (8) Brzina

kemijske reakcije prikazuje se jednadzbom:
v =k [A][BJ* (1)
Pri ¢emu je:
v — brzina kemijske reakcije,
k — konstanta brzine kemijske reakcije ( neovisna o koncentraciji, ovisna o temperaturi),
[A] — koncentracija reaktanata na prvu potenciju,
[B]? — koncentracija reaktanata na drugu potenciju.

U analizi kinetike neke reakcije bitno je odredivanje reda i1 koeficijenata brzine reakcije, $to

oznaCava eksperimentalno pronalaZzenje ovisnosti brzine reakcije o koncentracijama
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reaktanata. Kod odredivanja brzine reakcije pra¢enjem u vremenu veéinom se ne mjeri
direktno koncentracija reaktanata ili produkata ve¢ neka veli¢ina koja je proporcionalna

koncentraciji. To moze biti apsorbancija, elektri¢na provodljivost, kut opti¢kog zakretanja itd.

(8)

4.3 Matematicki modeli kemijskih reakcija

»MatematiCko modeliranje je postupak opisivanja realnog sustava matematickim
jednadZzbama s ciljem razvoja i1 uporabe matematickog modela za kasnije analize,
projektiranja i optimiranja sustava za koji je model izgraden* (9) Kod modeliranja kemijskih

reakcija moze se opisati brzina te odrediti red kemijske reakcije.

Za modeliranje se najceS¢e koriste matemati¢ke funkcije i ti se parametri optimiraju

aproksimacijom ili interpolacijom neke krivulje.

Postoje Cetiri vrlo Cesta pristupa matematickom modeliranju (9):

1. Empirijsko modeliranje,
2. Simulacijsko modeliranje,
3. Deterministicko modeliranje,

4. Stohasticko modeliranje.

Postoje odredeni principi kod svakog matematickog modeliranja (9):

1. Imenovanje poznatih i nepoznatih vrijednosti varijabli koje opisuju problem,

2. Identificiranje/opisivanje odnosa izmedu poznatih i nepoznatih varijabli u modelu. Ovi
odnosi odredeni su fizikalnim zakonima, intuicijom, iskustvom ili na neki drugi nacin,

3. Procjena utjecaja bilo kakve pretpostavke ugradene u model o odnosu medu

varijablama,

16



4. Opisno rjesenje problema — mora biti razumljivo svakome tko je u stanju razumjeti

opis problema.

Za opisivanje kinetike kemijskih rekacija nestanka DPPH radikala u ovom istrazivanju
koriSteno je pet matematickim modela od kojih su tri monofazi i dva bifazna matematicka

modela.
Monofazni matemati¢ki modeli:

1. Model kinetike nultog reda: Ovaj model namijenjen je za opisivanje reakcija nultog
reda. Takve reakcije su neovisne o koncentraciji reaktanata i odvijaju se konstantnom
brzinom uz uvjet prisutnosti svih reaktanata. Sto bi znacilo da na brzinu reakcije ne
utjece povecanje koncentracije.

DPPH- = DPPH( + ko * t @)

2. Model kinetike prvog reda: Opisuje linearno kineticko ponaSanje gdje je

karakteristiéna ovisnost o koncentraciji reaktanata. Zbog proporcionalnog odnosa

brzine i koncentracije reaktanata, reakcija u pravilu nikad u potpunosti ne zavrsava.
DPPH-;= DPPH-( * e™," (3)

3. Kinetika logaritamskog reda: Karakteristicno za ovaj model je brzi pocetni rast
nakon cega slijedi sporiji rast u beskonacnost. PoCetna koncentracija reaktanata

odreduje brzinu reakcije.
DPPH:;= DPPH-, * e + ¢ (4)
Bifazni matematicki modeli:
1. Gustafson - Holden model: To je nelinearni model koji se temelji na pretpostavci

promjenjive konstante brzine reakcije prvog reda.
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DPPH- = DPPH- * (t/p + 1) ¥, (5)

2. Bifazni model Kkinetike prvog reda: Definiran je izratunom dvije eksponencijalne
jednadzbe koje u obzir uzimaju odredene parametre kao Sto su koncentracija
reaktanata u odredenoj fazi reakcije, vrijeme odvijanja reakcije 1 koli¢inu preostalog

reaktanta. Eksperimentalne vrijednosti prilagodava nelinearnom regresijom.
DPPH- = DPPH-; * ¢¥"'; + DPPH-, * "', + DPPH-, (6)
Pri ¢emu su:

- DPPH-( — koli¢ina radikala na pocetku eksperimenta,

- DPPH ‘¢ — koli¢ina radikala u vremenu t,

- DPPH-; i DPPH", — koli¢ina radikala u fazi 1 i 2 u vremenu t = 0,
- DPPH", — preostala koli¢ina radikala,

- Ko, ki, ko, k, — konstante brzine kemijske reakcije,

- t—vrijeme odvijanja kemijske reakcije,

- B —parametar ovisan o obliku krivulje (10) (11).
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5 CILJ ISTRAZIVANJA

Vaznost vinove loze, njenog ploda je velika 1 poznata od davnina. Dugo smatran
nusproduktom u proizvodnji vina, koStice grozda zbog svojih kvaliteta nasle su vazno mjesto
u mnogim istrazivanjima. U ulju kostica grozda izolirane su komponente kao zasicene i
nezasi¢ene masne kiseline, tokoferoli i polifenoli Koji pokazuju izrazena antikosidativna

svojstva.

Budu¢i da tokoferoli opcenito predstavljaju jake antioksidanse a individualno pojedini
izomeri tokoferola antioksidanse razli¢ite mo¢i hvatanja radikala, cilj ovog istrazivanja bio je
ispitati sinergisticko — antagonisticko djelovanje izomera vitamina E (a-, y- i 6-tokoferola). U
uljima ekstrahiranih iz kos$tica grozda dvaju sorti, Cabernet sauvignon i Cabernet franc s
podrucja Slavonije, berba 2014, cilj je bio prouciti medusobno djelovanje izomera tokoferola
prisutnih u ekstraktu i onih koji su dodani u razli¢itim volumenima standardnih otopina
izomera tokoferola. Takoder cilj je bio i ispitati utjecaj izomera tokoferola na ukupnu brzinu
reakcije s radikalima i njihovu mogucu ukljuéenost u pojedine faze (brze i spore) brzine
reakcije. Te na kraju predloziti moguéi kineticki mehanizam reakcije izomera tokoferola i

radikala.
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6 Materijali i metode

6.1 Kemikalije

Kalijev hidroksid (KOH) p.a., Kemika, Hrvatska

Heksan (CgH14) p.a., J. T. Baker, Nizozemska

Etanol (C;HsOH) p.a., Carlo Erba, Francuska

2-propanol (C3H;OH), HPLC Gradiente Grade, J. T. Baker, Nizozemska
L(+)-askorbinska kiselina (C¢HgOg) p.a., Merck, Njemacka

Acetronitril (CH3CN), HPLC Gradiente Grade, J. T. Baker, Nizozemska
Metanol (CH30OH), HPLC Gradiente Grade, J. T. Baker, Nizozemska

Etilacetat (C4HgO2), (99,8%) p.a., Fluka Chemika, Svicarska

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal DPPH* (C1gH12N5O0g), Aldrich Chemistry, Njemacka
a-tokoferol (Cz9Hs5002), 99,7 %, Supelco Analytical, SAD

y-tokoferol, (C2sH4s0>), 99,1 %, Supelco Analytical, SAD

d-tokoferol, (C27H4602), 93,7 %, Supelco Analytical, SAD

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), (Ci4sH1504), 97

Sigma-Aldrich, Njemacka
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6.2 INSTRUMENTI

Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti TSP Spectra System s P200
gradijentnom pumpom (SAD)

- SCM vakuum membranski degaser

- Rheodyne injektor 7725i s veli¢inom petlje 20 uL.

- UV/VIS detektor UV 2000

- kontroler SN 4000 1 ChromQuest programska podrska

-  KOLONA: Kromasil 100, C18, veli¢ina zrna punjenja 7 pum, Sirine i duzine 4 x 250
mm (MZ Analitical), Njemacka

- Celulozni filteri, Chromafil RC 45/15 MS, Macherey-Nagel, Njemacka

Spektrofotometar

- Cary 100 Bio WINUV, UV/VIS spektrofotometar, Varian, Australija

Centrifuga

- Rottina 420R, Andreas Hettich GmbH & Co., Njemacka
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6.1 EKSTRAKCIJA ULJA IZ KOSTICA GROZDPA SUPERKRITICNIM

FLUIDOM

Ekstrakcija superkriti¢cnim fluidom je novija tehnologija koja predstavlja odli¢nu alternativu
komercijalnim postupcima ekstrakcije. Prednosti ugljik (IV) oksida (COz) u odnosu na
organska otapala u klasi¢nim ekstrakcijama jesu bolja difuzija, niza viskoznost te manja
povrsinska napetost. (12) Uzorci ulja koriSteni u ovom radu dobiveni su ekstrakcijom
superkritiénim CO; iz kostica grozda. Za ekstrakciju odvagano je po 300 g kostica grozda.
Uvjeti ekstrakcije jesu sljedeéi: tlak ekstrakcije iznosio je 30 MPa, temperatura 40 °C a protok
CO; iznosio je 1,95 kg/h. Proces ekstrakcije trajao je 90 min. Ekstrakt je sakupljan u
prethodno odvaganim staklenim epruvetama te je do daljnje analize skladisten na 4 do 6 °C.
Sorte grozda iz ¢ijih je sjemenki ekstrahirano ulje jesu Cabernet sauvignon (CS) i Cabernet

franc (CF) s podru¢ja Slavonije, berba 2014.

6.2 PRIPREMA UZORAKA - EKSTRAKCIJA VITAMINA E IZ ULJA

KOSTICA GROZDPA

Uzorci ulja sastoje se od razli¢itih komponenti kao Sto su proteini, ugljikohidrati 1 razli€iti
minerali koji se odvajaju i detektiraju u analizama poput HPLC analize. Uzorci ekstrahiranih
ulja (CS i CF) podvrgnuti su procesu saponifikacije kako bi se izdvojili tokoferoli i
tokotrienoli (ekstrakt vitamina E).U ekstrakciji vodena faza zadrzava polarne komponente dok
u organskoj fazi zaostaju tokoferoli i tokotrienoli. Od svakog ulja pripremljeno je po sedam

poduzoraka za analizu.

U plasticnu epruvetu s ¢epom (volumen od 50 mL) odvagano je 0,100 g (0,001 g) ulja.
Dodana je askorbinska kiselina (0,05 g) te 5 mL smjese alkohola (smjesa alkohola se sastoji
od 90,2 % etanola, 4,9 % metanola i 4,9 % izopropanola HPLC Cdistoce). Smjesa je

vorteksirana 30 sekundi te stavljena u vodenu kupelj na 70 °C u vremenu od 30 minuta uz
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povremeno mijesanje uzoraka. Nakon 30 minuta uzorci su stavljeni u led 5 minuta. U uzorke
je dodano 3 mL deionizirane vode i 5 mL heksana te ponovno vorteksirano 30 sekundi. Tako
pripremljeni uzorci centrifugirani su na 1000 okr/min, tijekom 15 minuta na 25 °C. Nakon
centrifugiranja uzoraka izdvojen je heksanski sloj koji je prebacen u staklene epruvete. U sloj
koji je ostao u plasti¢noj epruveti s cepom dodano je 5 mL heksana, uzorak vorteksiran nakon
Cega je opet slijedilo centrifugiranje (1000 okr/min/15 min/25 °C). Heksanski sloj je prebacen
u staklenu epruvetu gdje je i prethodno izdvojen heksanski sloj nakon prvog centrifugiranja.
Pripremljeni uzorci upareni su pomocu tekuéeg dusika. Tako pripremljeni uzorci koristeni su

u daljnjoj analizi.

6.3 PRIPREMA UZORAKA ZA HPLC ANALIZU

Nakon ekstrakcije vitamina E iz ulja koStica grozda uzorci su pripremljeni za analizu
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Pripremljene su otopine standarda a-, y-
i 6-tokoferola ishodne koncentracije 100 mg/L. U ekstrahirane uzorke ekstrakta viamina E
dodani su standardi po 200 pL kako je prikazano u tablici 2. Standardi su dodani u razli¢itim
kombinacijama da bi se daljnjom analizom moglo utvrditi medudjelovanje izomera vitamina
E, odnosno a-, y- i o&-tokoferola. Preostali dio do 1 mL nadodana je pokretna faza

(acetonitril:metanol (75:25, V/V).

Tablica 2. Volumeni standarada a-, y- i 8-tokoferola u uzorcima vitamina E ekstrahiranog iz ulja CS i CF

UZORCI ALFA/UL | GAMA/uL | DELTA/uL | POKRETNA
FAZA/pL
CF1 200 - - 800
CF2 - 200 - 800
CF3 - - 200 800
CF4 200 200 - 600
CF5 200 - 200 600
CF6 - 200 200 600
CF7 200 200 200 400
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CSs1 200 - - 800

CS2 200 200 200 400
CS3 - 200 - 800
CS4 = = 200 800
CS5 200 200 - 600
CS6 = 200 200 600
CS7 200 - 200 600

Pripremljeni uzorci su filtrirani kroz celulozne filtere 0,45 pm te analizirani tekuéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (,,High performance liquid chromatography* - HPLC).

6.4 KROMATOGRAFSKA ANALIZA

Od 1 mL uzorka injekcijskom Strcaljkom uzeto je 20 uL i uneSeno na pocetak kromatografske
kolone. Kao pokretna faza koriStena je smjesa otapala acetonitril:metanol (75:25, V/V).
Temperatura na kojoj je termostatirana kolona iznosila je 25 °C, protok kroz kolonu iznosio je
1,2 mL/min na valnoj duljini od 295 nm. Kromatografska analiza je trajala 25 minuta. Za
svaki uzorak iz kromatograma ocitane su povrsine ispod pika, a koncentracije su odredene iz

kalibracijskih pravaca standardnih otopina a-, y- i 3-tokoferola.

6.5 ODREDIVANIJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI - DPPH METODA

Dnevno je pripremljena svjeza otopina DPPH radikala za analizu na nacin da je odvagano
0,002 g DPPH radikala, otopljeno u etilacetatu i kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu
od 50 mL. Svjeze pripremljena otopina DPPH radikala zasticena je od svjetlosti aluminijskom

folijom te uvana na tamnom mjestu.

U ekstrakt vitamina E koji je dobiven iz ulja kostica grozda dodane su razli¢ite kombinacije
standarda kao §to je prikazano u tablici 2. U pripremljeni uzorak dodano je 2 mL etilacetata te

vorteksirano dok se sav ekstrakt nije otopio.
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Uzorak je pripremljen u staklenoj epruveti s ¢epom na navoj, na nacin da je automatskom
pipetom dodano 1 mL ekstrakta i 3 mL otopine DPPH radikala. VVorteksirano 10 sekundi te
preneSeno u kivetu. Mjerenje je zapoceto u 60 sekundi od trenutka kontakta ekstrakta i

otopine DPPH. Apsorbancija je mjerena 60 minuta na 515 nm, u intervalima od 1 minute.

U staklenoj epruveti na navoj pripremljene su i slijepe probe. Jedna slijepa proba je otopina
uzorka ekstrakta (SP1) koja je pripremljena dodavanjem 1 mL otopine ekstrakta i 3 mL

etilacetata, vorteksirana 10 sekundi te prenesena u kivetu.

U drugu staklenu epruvetu pripremljena je slijepa proba otopine DPPH radikala (SP2) na
nacin da je dodano 1 mL etilacetata i 3 mL otopine DPPH radikala, vorteksirano 10 sekundi te

preneseno u kivetu. Apsorbancija slijepih proba (SP1 i SP2 ) je mjerena prije svakog uzorka.

Antioksidacijska aktivnost izrazava se gubitkom signala odnosno smanjenjem apsorbancije
otopine uzorka ekstrakta i DPPH radikala. Postotak gubitka signala izrazen je sljede¢om

jednadZzbom:

% = [(ASP2 + AsSP1 — Auz) / (AsP2 + AsP1)] x 100 (7)

Pri ¢emu je:

AsSP2 — apsorbancija SP2 u 0 minuti,

AsSP1 — apsorbancija SP1 u 0 minuti,

AUz — apsorbancija otopine uzorka ekstrakta s radikalom.
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6.6 IZRADA BAZDARNE KRIVULJE (TROLOX EKVIVALENT)

Jedan od nacina izazavanja antioksidativnog kapaciteta je TEAC (,,Trolox equivalent
antioxidant capacity”) metoda. Trolox je referentni standard koji se koristi za izrazavanje
rezultata dobivenih metodom za odredivanje antioksidativne aktivnosti. Trolox je analog

vitamina E (6-hidroksi-2,5,7,8-tetraetilkroman-2-karboksilna kiselina).

Ishodna otopina Troloxa pripremljena je otapanjem odgovaraju¢e mase Trolox-a kako bi se
dobila koncentracija otopine od 0,001 M. Razrjedenja ishodne otopine su pripremljena u

rasponu od 0,3 do 0,21 mM.

Tablica 3. Volumeni razrjedenja iz mati¢ne otpine Troloxa s odgovarajué¢im mnoZinskim koncentracijama

mL mati¢ne Konc. otopine
otopine u 10 mL mM

1 0,0 0,00

2 0,3 0,03

3 0,6 0,06

4 0,9 0,09

5 1,2 0,12

6 1,5 0,15

Pripremljena je svjeZza otopina DPPH radikala i to na nacin da je otopljeno 0,00104 ¢ DPPH

radikala u 25 mL etilacetata.

Pripremljene su slijepe probe, odnosno 5 otopina Troloxa bez radikala (SP3 = 1 mL otopine +
3 mL etilacetata) te je mjerena apsorbancija. Uz to mjerena je i apsorbancija slijepe probe

otopine radikala ( SP2 = 1 mL etilacetata + 3 mL otopine DPPH).

Uzorak za mjerenje pripreljen je na nacin da je u staklenu epruvetu dodano po 1 mL otopine

pojedine koncentracije Troloxa i dodano po 3 mL otopine DPPH. Uzorak je homogeniziran na
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vorteksu 10 sekundi te preneSen u staklenu kivetu. Cijeli postupak pripreme uzorka za
mjerenje je obavljen u 1 minuti jer u 60-toj sekundi zapoCinje spektofotometrijska analiza.

Apsorbancija je mjerena na 515 nm u intervalima od 1 minute kroz 30 minuta.

Antioksidacijska aktivnost otopina Troloxa izrazava se postotkom gubitka signala prema

jednadzbi:

% = [(ASP2 + AsP3 — Auz) / (AsP2 + AspP3)] x 100 (8)

Pri ¢emu je:

AsP2 — apsorbancija SP2 u 0 minuti,

AsP3 — apsorbancija SP3 u 0 minuti,

AUz — apsorbancija pojedine otopine Troloxa s radikalom.
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6.7 STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Dobivene eksperimentalne vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost dvaju mjerenja uz

odgovarajuce standardne devijacije.

Testiranje predlozenih kinetickih modela 1 njihovih  grafickih prikaza provedeno je
postupkom nelinearne regresije matemati¢ckim programom Wolfram Research Mathematica®,

programski paket verzija 10.2 (WolframResearch Co, SAD).

Za procjenu slaganja dobivenih eksperimentalnih podataka s teorijski dobivenim podacima

matemati¢kih modela koriSteni su sljedeci statisticki pokazatelji:

- Korelacijski koeficijent R?,
-  SRMSE - koeficijent varijacije korijena srednjeg kvadratnog odstupanja (,,Scaled
Root Mean Squered Error*),

- Pogreska hi — kvadrat testa ( Xz ).

Vrijednosti za navedene pokazatelje izra¢unate su u programskom paketu Microsoft Exel

2010.
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7 REZULTATI

7.1 Udio izomera vitamina E u ekstraktu iz ulja CS i CF

Da bi se utvrdilo potencijalno sinergisti¢ko-antagonisti¢ko djelovanje izomera vitamina E u
ekstrakte vitamina E iz ulja kostica grozda dodani su odredeni volumeni standarda o-, y- i 6-
tokoferola (Tablica 2). Kromatografskom analizom odredeni su udjeli izomera a-, y- i 6-
tokoferola u uzorcima (Tablica 4 i 5). Rezultati su prikazani kao masa pojedinog izomera po
gramu uzorka ulja (ng/g ulja) (tablica 4), odnosno (tablica 5) kao masa pojedinog uzorka po

gramu ekstrakta vitamina E (ug/g ekstrakta vitamina E) iz ulja CF i CS.

Tablica 4. Udio a-, y- i 6-tokoferola u ekstraktima vitamina E iz ulja koStica grozda Cabernet
Sauvignon (CS) i Cabernet Franc (CF) s dodanim standardima tokoferola (tablica 2.) izraZzenim
kao pg/g ulja

UDIO IZOMERA VITAMINA E
UZORCI (ng/g ulja)
o v a

CF1 9,75+0,18 16,79 + 0,04 108,08 + 1,64
CF2 10,18 + 0,82 209,26 + 3,49 IPD*
CF3 142,03 + 0,23 7,21+ 0,69 IPD*
CF4 7,74+ 0,65 181,70 + 1,82 148,40 + 3,92
CF5 156,97 + 5,66 12,93+ 1,38 119,86 + 3,55
CF6 119,01 + 3,05 186,10 + 6,23 IPD*
CF7 122,09 + 3,23 172,11 + 7,18 103,84 + 2,11
Cs1 17,45+ 0,52 20,90 + 1,11 89,90 + 3,26
CS2 4,13 +5,84 160,34 + 4,16 IPD*
CS3 242,83 + 3,83 5,01 + 0,32 IPD*
CS4 17,36 + 0,78 188,08 + 6,57 84,85 + 5,68
CS5 139,29 + 1,17 17,13+ 0,45 78,59 + 2,29
CS6 148,01 + 0,65 193,37 + 1,08 IPD*
CSs7 146,33 + 0,64 226,23+ 1,16 136,81 + 1,55

*|PD - ispod praga detekcije
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Tablica 5. Udio a-, y- i 8-tokoferola u ekstraktima vitamina E iz ulja kostica grozda Cabernet
Franc (CF) i Cabernet sauvignon (CS) dodanim standardima tokoferola (tablica 2.) izraZenim
kao ng/g ekstrakta

UDIO IZOMERA VITAMINA E
UZORCI (ng/g ekstrakta)
) v o

CF1 95,99 + 1,76 165,20 + 0,41 1063,63 + 16,16
CF2 143,51+ 11,49 2950,26 +49,27 IPD*

CF3 418,28 + 0,68 21,23+2,02 IPD*

CF4 974,42 + 81,86 22871,93 + 228,78 18679,78 + 493,61
CF5 5924,28 + 213,66 487,85 + 52,25 4523,46 + 134,06
CF6 4473,82 + 114,83 6995,97 + 234,33 IPD*

CF7 214494 + 56,82 3023,73 + 126,22 1824,37 + 37,11
Cs1 909,15+ 27,10 1089,06 + 57,82 4684,26 + 169,68
Cs2 96,48 + 136,45 3747,51 £ 97,25 IPD*

CS3 61253,14 + 966,20 1264,11 + 80,69 IPD*

Cs4 672,21 + 30,06 7284,49 + 254,59 3286,30 + 220,08
CS5 6171,13+ 51,73 758,91 + 20,05 3481,81+ 101,30
CS6 5195,53 + 22,95 6788,08 + 38,07 IPD*

Cs7 2689,81 + 11,69 4158,46 + 21,30 2514,91 + 28,46

*IPD - ispod praga detekcije

Kako je navedeno u tablici 2 dodani su izomeri vitamina E (a-, y- i 8- tokoferol) u razli¢itim
kombinacijama. U tablicama 4 i 5 vidljivo je da je najveci udio upravo onih izomera koji su
dodani u uzorke, odnosno ekstrakte vitamina E ulja CS i CF. Prema tome, udio a-tokoferola u
uzorcima CS je od 78,59 + 2,29 do 136,81 + 1,55 pg/g ulja, u uzorcima CF od 103,84 + 2,11
do 148,40 + 3,92 ng/g ulja, dok u uzorcima u kojima standard a-tokoferol nije dodan nije niti
detektiran kromatografski. Udio y-tokoferola u uzorcima CS je 5,01 + 0,32 do 226,23 + 1,16
pg/g ulja dok u uzorcima CF je od 7,21 + 0,69 do 209,26 + 3,49 ng/g ulja. Udio &-tokoferola
u uzorcima CS je od 4,13 + 5,84 do 242,83 + 3,83 pug/g ulja, dok u uzorcima CF je od 7,74 +
0,65 do 156,97 + 5,66 pg/g ulja.

Ukupna masa izomera ispitivanih tokoferola po gramu ulja i ekstrakta prikazana je u tablici 6.
Najve¢i udio ukupnih izomera (a-, y- i 5-tokoferola) u uzorcima CS je u uzorku CS7 i iznosi
509,37+49,11 pg/g ulja dok je u uzorcima CF najveci udio ukupnih tokoferola u uzorku CF7 i
iznosi 398,03+35,34 pg/g ulja.
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Tablica 6. Ukupna masa a-, y- i 6-tokoferola u ng po 1 g ulja te u ng po 1 g ekstrakta dobivenih
iz uzoraka ulja Cabernet sauvignon (CS) i Cabernet franc (CF)

UZORCI Masa ulja / g Masa ekstrakta / g ekstrakta
CF1 0,0994 134,62+54,85 0,0101 1324,83+539,80
CF2 0,1001 219,44+140,77 0,0071 3093,77+1984,67
CF3 0,1019 149,24+95,33 0,0346 439,51+£280,76
CF4 0,1007 337,84+92,34 0,0008 42526,13+11622,93
CF5 0,1019 289,76+74,79 0,0027 10935,59+2822,63
CF6 0,1015 305,11+47,44 0,0027 11469,79+1783,43
CF7 0,1019 398,03+£35,34 0,0058 6993,03+620,95
CS1 0,0990 128,25+40,87 0,0019 6682,48+2129,53
CS2 0,1005 164,47+110,46 0,0043 3843,99+2581,67
CS3 0,1009 247,84+168,16 0,0004 62517,24+42418,65
C34 0,1007 290,29+85,98 0,0026 11242,99+3330,19
CS5 0,1019 235,01+61,08 0,0023 10411,84+2706,13
CS6 0,1018 341,38+32,08 0,0029 11983,61+1126,10
CS7 0,1011 509,37+49,11 0,0055 9363,17+902,66

7.2 Antioksidacijska aktivnost ekstrakta vitamina E iz ulja CS i CF izrazena kao

TEAC

U tablici 7 prikazane su koncentracije izomera a-, y- i 6-tokoferola u mmol/kg ulja te

pripadajuéi gubitak signala DPPH radikala. Tabli¢ni prikaz govori o postotku gubitka signala

DPPH radikala u odnosu na koncentraciju dobivenu izracunom TEAC metodom. Vidljivo je

da je naveci gubitak signala u uzorcima u kojima je i najveca antioksidativna aktivnost.

Tablica 7. Antioksidacijska aktivnost uzoraka iz skupine uzoraka ulja Cabernet sauvignon (CS) i Cabernet franc (CF)
izrazena TEAC (,,Trolox equivalent antioxidant capacity*) s pripadaju¢im gubitkom DPPH signala mjerenim u 60

minuti

% DPPH mmol/kg
CF1 12,22 1,782
CF2 30,26 4,257
CF3 8,53 1,298
CF4 22,03 3,162
CF5 20,11 2,910
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CF6 14,31 2,076

CF7 17,82 2,567
cs1 31,42 4,472
CS2 12,15 1,771
CS3 15,58 2,264
Cs4 32,08 4,541
CS5 40,41 5,662
CS6 37,38 5,272
CS7 38,12 5,402

TEAC metodom odredena je antikosidativna aktivnost uzoraka. U svaki od prva tri uzorka u
skupini CF dodan je pojedina¢ni izomer tokoferola. CF2 s dodanim y-tokoferolom pokazao je
najvecu antioksidativnu aktivnost i to 4,258 mmol/kg s gubitkom signala od 30,26 %, CF1 s
dodanim a-tokoferolom ima antioksidativnu aktivnost od 1,782 mmol/kg s gubitkom signala
od 12,22 % dok CF3 s dodanim &-tokoferolom ima antioksidativnu aktivnost od 1,298
mmol/kg s gubitkom signala od 8,53 %. Kombinacija a- i y- tokoferola pokazala je
antagonisticki ucinak izomera §to je vidljivo antioksidativnom aktivno$¢u u uzorku CF6 koja
iznosi 2,076 mmol/kg s gubitkom signala od 14,31 %. Kombinacija sva tri tokoferola a-, y- i
d-, uzorak CF7, pokazala je neSto vecu antioksidativnu aktivnost od uzorka CF®6.
Antioksidativna aktivnost uzorka CF7 iznosila je 2,567 mmol/kg s gubitkom signala 17,82 %
Sto ukazuje na antagonisticki ucinak antioksidativne aktivnosti kombinacije a-, y- 1 o-

tokoferola u ekstraktu vitamina E iz ulja CF.

Na isti nacin odredena je antioksidativna aktivnost kod skupine uzoraka CS. No rezultati koji
su dobiveni pokazuju nesto drugacije vrijednosti. Uzorak CS1 u kojem je dodan a-tokoferol
pokazuje antioksidativnu aktivnost od 4,472 mmol/kg s gubitkom signala od 31,42 %, CS3 u
kojem je dodan d-tokoferol pokazuje antioksidativnu aktivnost od 2,264 mmol/kg s gubitkom

signala od 15,58 % dok CS2 s dodatkom y-tokoferola pokazuje antioksidativnu aktivnost od
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1,771 mmol/kg sa gubitkom signala od 12,15 %. Najvecu antioksidativnu aktivnost iz ove
skupine pokazuje uzorak CS5 u kojeg je dodana kombinacija izomera a- i 5-tokoferola te
iznosi 5,662 mmol/kg s gubitkom signala od 40,41 % S$to ukazuje na antagonisti¢ki u¢inak
ovih izomera. Kombinacija dodanih sva tri izomera, a-, y- i -tokoferola, takoder pokazuje
antagonisticki u¢inak $to je vidljivo u uzorku CS7 gdje antioksidativna aktivnost iznosi 5,402
mmol/kg sa gubitkom signala od 38,12 %. Uzorak CS6 u kojem su dodani y- i d-tokoferol
pokazuje antioksidacijsku aktivnost od 5,272 mmol/kg s gubitkom signala od 37,38 % Sto

pokazuje da ova dva izomera dodana u ekstrakt vitamina E ulja CS imaju sinergisticki u¢inak.

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivene TEAC metodom uzoraka ekstrakta vitamina
E iz ulja CF i CS mogu se usporediti s vrijednostima antioksidacijske aktivnosti dobivene na
Cistim uzorcima ekstrakta vitamina E iz ulja CF i CS bez dodavanja standardnih otopina

izomera tokoferola.Te vrijednosti su prikazane u tablici 8 s pripadaju¢im udjelom vitamina E.

Tablica 8. Vrijednosti antioksidativne aktivnosti izraZzene TEAC (,,Trolox equivalent antioxidant capacity*) puni
naziv metodom te udio izomera vitamina E u ekstraktima vitamina E iz ulja Cabernet sauvignon (CS) i Cabernet
franc (CF) bez dodatka izomera tokoferola (13)

UZORCI png/g ulja TEAC
0 Y z mmol/kg

CF 2,17+0,28 2,30+0,31 4,47 0,3502

CS 3,98 +£0,53 3,49 £ 0,47 7,47 0,2897

Vidljivo je da ¢isti ekstrakt vitamina E iz ulja CS i CF bez dodatka izomera tokoferola ima
puno manju antioksidativnu aktivnost. S time se moze zakljuciti da veéi udio tokoferola u
uzorcima povecava antioksidativnu aktivnost vitamina E ekstrahiranog iz ulja CS i CF. U
uzorcima gdje je ispitivana samo antioksidativna aktivnost ekstrakta vitamina E iz ulja
rezultati pokazuju da vecu antioksidativnu aktivnost ima ekstrakt vitamina E iz ulja CF,

0,3502 mmol/kg, dok ekstrakt vitamina E iz CS pokazuje slabiju antioksidativnu aktivnost,
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0,2897 mmol/kg. (13) Usporedujuci rezultate gdje su dodani izomeri u razli¢itim

kombinacijama ekstraktu vitamina E iz ulja CS i CF vidljivo je da vecu antioksidativnu

aktivnost imaju uzorci iz skupine CS.
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Slika 11 Gubitak signala DPPH- u uzorcima ulja Cabernet sauvignone (CS) u odnosu na vrijeme (min)

Tijekom reakcije vidljivo je kako se izgled krivulje mijenja tijekom 60 minuta. Kod svih

uzoraka, na pocetku reakcije Krivulja je strmija $to je odraz intenzivnijeg gubitka signala

DPPH radikala, osobito u prvih nekoliko minuta. Odmakom vremena krivulja postaje

monotonija. Gubitak signala uzoraka skupine CF i CS vidljivi su u tablicnom prikazu 9.
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Vidljiva je razlika izmedu gubitka signala DPPH radikala u uzorcima CF i CS izmedu prve i
tridesete minute koja je izmedu 9 i 19 % dok razlika izmedu tridesete i Sezdesete minute je

izmedu 0,5 14 %.

Tablica 9 Gubitak signala DPPH radikala uzoraka iz skupine Cabernet franc (CF) i Cabernet sauvignon (CS) u prvoj
minuti. tridesetoj i Sezdesetoj minuti

Gubitak signala DPPH radikala / %

1 min 30 min 60 min
CF1 2,53 11,48 12,22
CF2 16,01 26,27 30,27
CF3 6,72 8,08 8,53
CF4 11,92 20,73 22,03
CF5 2,16 18,66 20,12
CF6 9,28 12,95 14,31
CF7 8,05 16,45 17,81
Cs1 14,11 28,72 31,42
CS2 9,58 11,38 12,15
CS3 11,41 14,15 15,58
CS4 17,84 29,81 32,08
CS5 19,88 38,37 40,41
CS6 19,51 35,96 37,38
CS7 18,74 36,51 38,12
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7.3 Utjecaj razlicitih udjela izomera vitamina E u ekstraktima ulja CS 1 CF na

kinetiku nestanka DPPH radikala

Da bi se poblize objasnio mehanizam Kkinetike nestanka DPPH radikala dobivene
eksperimentalne vrijednosti testirane su s pet kineti¢ckih modela (poglavlje 4.3.). Prema tome
prikazane su vrijednosti konstanti brzine kemijske reakcije te statisticki pokazatelji R?,
SRMSE te y° pogreska. U tablicama 8 i 9 prikazane su dobivene vrijednosti za monofazne
modele, model kinetike nultog reda (jednadzba 2 potpoglavlju 4.3.), model kinetike prvog
reda (jednadzba 3 potpoglavlju 4.3.) te logaritamski model (jednadzba 4 potpoglavlju 4.3.). U
tablicama 10 i 11 prikazane su vrijednosti za bifazne modele, bifazni model kinetike prvog
reda (jednadzba 5 potpoglavlju 4.3.) i Gustafson — Holden-ov model (jednadzba 6

potpoglavlju 4.3.).
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Tablica 10 Kineti¢ki parametri i statisticki pokazatelji monofaznih kineti¢kih modela reakcija nestanka DPPH- signala kod razli¢itih omjera izomera
a-, v- i 8-tokoferola u uzorku ekstrakta vitamina E iz ulja Cabernet franc (CF)

Monofazni modeli UZORCI
Kinetika nultog CF1 CF2 CF3 CF4 CF5 CF6 CF7
Ky -0,0008 -0,0022 -0,0003 -0,0013 -0,0015 -0,0008 -0,0008
R? 0,9998 0,9985 0,9999 0,9991 0,9988 0,9997 0,9998
SRMSE 0,0106 0,0588 0,0063 0,0403 0,0592 0,0138 0,0105
Xz 1,17 2,75 0,89 2,27 2,76 1,33 1,16
Kinetika prvog
reda
Ky 0,0009 0,0030 0,0004 0,0016 0,0019 0,0009 0,0009
R? 0,9998 0,9985 0,9998 0,9991 0,9988 0,9997 0,9998
SRMSE 0,0105 0,0569 0,0063 0,0399 0,0580 0,0137 0,0104
Xz 1,16 2,70 0,89 2,26 2,73 1,33 1,15
Logaritamska
kinetika
Ky 0,1458 0,1021 1,3035 0,3571 0,1861 0,8052 0,1457
R? 0,9999 0,9992 0,9999 0,9998 0,9998 0,9998 0,9999
SRMSE 0,0012 0,0326 0,0011 0,0094 0,0071 0,0070 0,0012
Xz 0,39 2,06 0,37 1,11 0,96 0,95 0,38

37




Tablica 11 Kineti¢ki parametri i statisticki pokazatelji monofaznih kinetickih modela reakcija nestanka DPPH- signala kod razli¢itih omjera
izomera a-, v- i 8-tokoferola u uzorku ekstrakta vitamina E iz ulja Cabernet sauvignon (CS)

Monofazni modeli UZORCI
Ki”etirg:“'tog cst cs2 cs3 Ccs4 css CS6 cs7
ky -0,0023 -0,0005 -0,0007 -0,0018 -0,0025 -0,0022 -0,0019
R? 0,9981 0,9997 0,9996 0,9978 0,9950 0,9958 0,9953
SRMSE 0,0826 0,0133 0,0195 0,0927 0,1689 0,1526 0,1643
¥ 3,25 1,30 1,58 3,44 4,65 4,42 4,59
Kinetika prvog
reda
Ky 0,0033 0,0005 0,0009 0,0026 0,0041 0,0035 0,0030
R’ 0,9982 0,9997 0,9996 0,9978 0,9952 0,9959 0,9954
SRMSE 0,0786 0,0133 0,0194 0,0906 0,1620 0,1472 0,1609
r 3,17 1,30 1,57 3,41 4,55 4,34 4,54
Logaritamska
kinetika
ky 0,1191 1,6023 1,1721 0,3069 0,2277 0,2176 0,4337
R? 0,9995 0,9999 0,9998 0,9993 0,9991 0,9993 0,9995
SRMSE 0,0206 0,0029 0,0077 0,0267 0,0277 0,0243 0,0159
r 1,63 0,61 1,00 1,86 1,90 1,77 1,43
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Tablica 12 Kineti¢ki parametri i statisticki pokazatelji bifaznih kineti¢kih modela reakcija nestanka DPPH- signala kod razli¢itih omjera izomera a-
, v- i 8-tokoferola u uzorku ekstrakta vitamina E iz ulja Cabernet franc (CF)

Bifazni model Uzorci
Kinetika prvog
reda CF1 CF2 CF3 CF4 CF5 CF6 CF7
kq 0,0805 0,0284 1,3035 1,1941 0,3662 0,8052 0,1457
ko 0,7011 1,8509 1,3035 0,0541 0,0644 0,8052 0,1457
R? 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999
SRMSE 0,0004 0,0011 0,0011 0,0003 0,0048 0,0070 0,0012
Xz 0,22 0,37 0,38 0,21 0,80 0,97 0,39
Gustafson—
Holden model
K, 0,0179 0,0487 NT 0,0272 0,0401 NT 0,0169
B 0,1301 0,0340 NT 0,0059 0,1620 NT 0,0995
R? 0,9998 0,9999 NT 0,9999 0,9997 NT 0,9999
SRMSE 0,0009 0,0030 NT 0,0004 0,0115 NT 0,0006
xz 0,33 0,62 NT 0,22 1,22 NT 0,28

NT — nije testirano
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Tablica 13 Kinetic¢ki parametri i statisticki pokazatelji bifaznih kineti¢kih modela reakcija nestanka DPPH- signala kod razli¢itih omjera izomera a-,
v- i 8-tokoferola u uzorku ekstrakta vitamina E iz ulja Cabernet sauvignon (CS)

Bifazni model Uzorci
Kinetika prvog
reda Cs1 CS2 CS3 CS4 CSs5 Cs6 CS7
Ky 1,5942 1,6023 1,1721 1,5025 1,3764 2,2862 0,9289
ko 0,0621 1,6023 1,1721 0,0564 0,0891 0,1084 0,0758
R? 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
SRMSE 0,0008 0,0029 0,0077 0,0009 0,0017 0,0006 0,0005
Xz 0,31 0,62 1,01 0,35 0,47 0,28 0,26
Gustafson —
Holden model
Ka 0,0596 0,0078 0,0142 0,0433 0,0726 0,0637 0,0539
B 0,1078 5,45x10° 0,0005 0,0081 0,0403 0,0296 0,0065
R? 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9998 0,9997
SRMSE 0,0006 0,0002 0,0004 0,0003 0,0028 0,0044 0,0072
Xz 0,27 0,17 0,21 0,21 0,60 0,75 0,96
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Statisticki pokazatelji, korelacijski koeficijent R?, SRMSE te pogreska y° testa ukazuju da
bifazni modeli bolje prikazuju, odnosno opisuju kinetiku nestanka DPPH- u obije skupine

analiziranih uzoraka.

Korelacija je statistiCki postupak za izraCunavanje povezanosti izmedu dvije varijable.
Vrijednost korelacije brojéano se iskazuje korelacijskim koefcijentom koji prikazuje u kojoj
su mjeri promjene vrijednosti jedne varijable povezane s promjenama druge varijable. (14)
Korelacijski koeficijent visok je kod svih modela no primjeti se razlika izmedu monofaznih
modela u odnosu na bifazne modele. Monofazni modeli imaju neSto nize vrijednosti

korelacijskih koefcijenata R? od bifaznih modela.

Pogreska y° testa je parametar koji opisuje slaganje izmedu teoretskih i eksperimentalnih
vrijednosti. Ako je ta vrijednost manja od 5 % smatra se da je model prihvatljiv. Prema
statistiCkom testiranju vrijednosti pogreske y2 testa iznose ispod 5 % §to zapravo dovodi do
zakljucka da su svi modeli prihvatljivi, no ipak postoji odredena razlika. PogreSka od 0,17 %
(CS2) do 1,22 % (CF5) kod bifaznih modela prikazuje da bolje opisuju Kinetiku nestanka
DPPH- dok su monofazni modeli nesto losiji za prikaz kinetike DPPH- gdje pogreska 2 testa
iznosi od 0,37 % (CF3) do 4,65 % (CS5). Od monofaznih modela najvece odstupanje je
pokazao Model kinetike nultog reda dok najbolji su bili bifazni modeli (Bifazni model prvog
reda i Gustafson — Holden model) podjednako ovisno o skupini uzorka. U uzorcima skupine
CF najbolju korelaciju s eksperimentalnim vrijednostima ima Bifazni model kinetike prvog
reda osim za uzorak CF7, dok za skupinu uzorka CS dominirao je model Gustafson-Holden

osim za CS5, CS6 i CS7.

Matematickim testiranjem dobivene su i vrijednosti koeficijenata reakcije kinetike. Konstanta
(koeficijent) brzine neke reakcije je konstanta proporcionalnosti iz utvrdenog zakona za

brzinu te reakcije (poglavlje 4.2.), odnosno konstanta brzine neke reakcije je jednaka brzini te
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reakcije pri jedini¢nim koncentracijama svih sudionika reakcije. Prema tome konstante brzine
neke reakcije opisuju reakciju, u ovom slu¢aju za bifazni model prvog reda, na nacin da
konstanta k; opisuje brzinu reakcije u prvoj fazi (brzoj) reakcije dok konstanta k, brzinu
kemijske rekacije u drugoj, sporoj fazi. Za primjer, u uzorcima CS vidljivo je kako se brzina
reakcije mijenja dodavanjem a-tokoferola s drugim izomerima. U uzorku CS1 u kojem je
dodan a-tokoferol k; iznosi 1,5941 dok k; 0,0621. Dodatkom vy-tokoferola zajedno s a-
tokoferolom u uzorku CS4 dobiven je antagonisticki uéinak (gubitak signala 40,41 %) prema
¢emu su vrijednosti konstanti nesto drugacije, k; iznosi 1,5025 i k, 0,0564. U uzorku CS7 u
koji su dodani a-, y- 1 d-tokoferol dobiven je takoder antagonisticki u¢inak (gubitak signala
38,12 %) uz konstante k; 0,9289 i k, 0,0758. Jedini uzorak koji je pokazao sinergisticki
ucinak je CS6 (dodatak y- i d-tokoferola) gdje je i vidljivo povecanje konstante brzine
reakcije, ki iznosi 2,2862 i Kk, iznosi 0,1084 S$to ukazuje na iznimnu brzu reakciju

antioksidansa s radikalom DPPH u prvom dijelu reakcije.

Za bolji prikaz kinetickih modela koji najbolje 1 najlosije prikazuju reakciju tokoferola iz
uzoraka skupine CF i1 CS s DPPH radikalom u sljede¢im grafovima prikazani su odnosi
eksperimentalnih vrijednosti 1 dobivenih teorijskih vrijednosti odredenih matematickih
modela. Manji grafovi prikazuju odstupanje eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti
odredenog matematickog modela prema statistickom pokazatelju SRMSE. Odstupanja su
manja §to su vrijednosti blize nuli. Prikazano je Sest grafova. Iz skupine CF prikazani su
grafovi za uzorke CF1 (dodan je a-tokoferol, slika 12), CF5 (dodani su a- i d-tokoferol, slika
13) te CF7 (dodani su a-, y- i d-tokoferol, slika 14). 1z skupine CS prikazani su grafovi za
uzorke CS1 (dodan a-tokoferol, slika 15), CS5 (dodani su a- i &-tokoferol, slika 16) te CS6

(dodan v- i -tokoferol).
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Slika 12 Grafi¢ki prikaz eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti modela koji najbolje i najlosije opisuju kinetiku
nestanka DPPH u uzorku CF1 (ekstrakt vitamina E iz ulja Cabernet franc sa dodanim standardom a-tokoferola).
Maniji grafikon prikazuje odstupanja vrijednosti testiranih modela od eksperimentalnih.
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Slika 13 Grafi¢ki prikaz eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti modela koji najbolje i najlosije opisuju kinetiku
nestanka DPPH u uzorku CF5 (ekstrakt vitamina E iz ulja Cabernet franc sa dodanim standardima a- i 8-tokoferola).
Manji grafikon prikazuje odstupanja vrijednosti testiranih modela od eksperimentalnih.
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Slika 14 Grafi¢ki prikaz eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti modela koji najbolje i najlosije opisuju kinetiku
nestanka DPPH u uzorku CF7 (ekstrakt vitamina E iz ulja Cabernet franc sa dodanim standardima a-, y- i &-
tokoferola). Manji grafikon prikazuje odstupanja vrijednosti testiranih modela od eksperimentalnih.
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Slika 15 Grafi¢ki prikaz eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti modela koji najbolje i najlosije opisuju kinetiku
nestanka DPPH u uzorku CS1 (ekstrakt vitamina E iz ulja Cabernet sauvignon sa dodanim standardom -
tokoferola). Manji grafikon prikazuje odstupanja vrijednosti testiranih modela od eksperimentalnih.
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Slika 16 Grafi¢ki prikaz eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti modela koji najbolje i najloSije opisuju kinetiku
nestanka DPPH u uzorku CS5 (ekstrakt vitamina E iz ulja Cabernet sauvignon sa dodanim standardima a- i 8-
tokoferola). Manji grafikon prikazuje odstupanja vrijednosti testiranih modela od eksperimentalnih.
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Slika 17 Grafi¢ki prikaz eksperimentalnih vrijednosti i vrijednosti modela koji najbolje i najlosije opisuju kinetiku
nestanka DPPH u uzorku CS7 (ekstrakt vitamina E iz ulja Cabernet sauvignon sa dodanim standardima a-, y- i 8-
tokoferola). Manji grafikon prikazuje odstupanja vrijednosti testiranih modela od eksperimentalnih.
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8 RASPRAVA

Vino je alkoholno pice, jedno od najpopularnijih u svijetu, osobito u mediteranskoj kulturi.
Uz vino se veze duga povijest i tradicija, od samog uzgoja vinove loze do razli¢itih tehnika
proizvodnje samog vina kao kona¢nog proizvoda. Ovom piéu, zbog raznolikog bogatog
sastava kao sto su vitamini, minerali, taninske tvari, polifenoli pripisuju se terapeutska i
antisepticka svojstva koja su poznata od davnih vremena. U proizvodnji vina, kostice grozda

smatrane su nusproduktom dok nisu prepoznate vrijedne karakteristike tog ostatka.

Od kostica grozda sve visSe se u danasnje vrijeme proizvodi ulje na razli¢ite nacine. Da li to
bilo hladnim preSanjem ili nekom vrstom ekstrakcije. Kao i1 samo vino, ulje koStica grozda
obiluje vitaminima, mineralima, zna¢ajnim koli¢inama antioksidanasa te nezasi¢enim masnim
kiselinama. U ovom istrazivanju koriStena su ulja kostica grozda sorti Cabernet sauvignon
(CS) i Cabernet franc (CF) s podru¢ja Slavonije, berba 2014., dobivena ekstrakcijom

superkriti¢nim fluidom sa CO,.

U istrazivanju provedenom na istim uzorcima ulja kostica grozda sorti CS 1 CF ispitivana je
antioksidativna aktivnost. (15) Metodom nestanka DPPH radikala dobivene su znatne razlike
u antioksidativnoj aktivnosti ulja ekstrahiranih iz te dvije sorte. Uzorak CF pokazao je vecu
antioksidativnu aktvnost, odnosno ucinkovitost hvatanja slobodnih radikala DPPH. Kinetika
nestanka DPPH radikala u reakciji s uzorcima ulja ekstrahiranih iz CS i CF pokazuje
eksponencijalni 1 brzi rast na pocetku reakcije, a zatim se reakcija usporava, uz to primjecuje
se 1 znatna razlika izmedu kinetike uzoraka ulja sorti CS i CF. Kinetika antioksidativnog

djelovanja objasnjena je komponentama koje imaju sporu i brzu kinetiku.

Obzirom da je mnogim istrazivanjima utvrdeno da vitamin E ima veliku antioksidativnu
vaznost u hvatanju slobodnih radikala, kao i u sprjecavanju lipidne peroksidacije u in vivo

uvjetima cilj je bio u ovom istrazivanju utvrditi antioksidativhu aktivnost vitamina E
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ekstrahiranog iz ulja kostica grozda sorti CS 1 CF odnosno sinergisti¢ko-atagonistic¢ki utjecaj
izomera vitamina E nakon dodatka standardnih otopina pojedinih izomera ili njihovih
kombinacija. Kromatografskom HPLC analizom kvantificirani su tokoferoli iz smjese u
uzorcima ekstrakta. Time je dobivena koncentracija pojedinih izomera u uzorcima (tablice 4,
5, 6). 1z skupine ekstrakta ulja CF najve¢u ukupnu koncentraciju izomera imao je uzorak CF7
koji je sadrzavao dodanu kombinaciju standarda a-, y- i 6-tokoferola i iznosila je 398,03 ng/g
ulja dok iz skupine CS najvecu koncentraciju imao je uzorak CS2 koji je imao dodan samo

izomer y-tokoferol i iznosila je 509,37 pg/g ulja.

In vitro analizama pokazalo se da individualni tokoferoli imaju razliCite antioksidativne
aktivnosti. Neka istrazivanja pokazuju kako je y-tokoferol efektivniji od a-tokoferola u
prevenciji od lipidne peroksidacije dok druga pak tvrde obrnuto. Generalni zakljucak je da
aktivnost ovisi zapravo o eksperimentalnim uvjetima. U in vitro uvjetima o-tokoferol s
drugim prirodnim ili sintetskim fenolima ima jako skromnu antioksidatvnu aktivnost. Razlike
u izomerima tokoferola ¢ine supstituirane metilne skupine na pozicijama 2-, 3-, 5- i 6-
kromanolnog prstena tokoferola. Upravo ta razlika poloZaja metilnih skupina kao 1 sama
njihova prisutnost na odredenom polozaju uvjetuje 1 antioksidativnu aktivnost razli¢itih

izomera tokoferola. (16) (17) (5)

Prema tome u pripremljenim uzorcima za analizu ispitivana je antioksidativna aktivnost
DPPH metodom, odnosno pratio se gubitak signala tijekom 60 minuta. Pripremljene su dvije
skupine uzoraka, skupina ekstrakta vitamina E iz ulja CF i skupina ekstrakta vitamina E iz
ulja CS (tablica 2). U skupini CF u prva tri uzorka dodana je po jedna vrsta standarda izomera
tokoferola. Tako je u CF1 dodan izomer o-tokoferol, u CF2 izomer y-tokoferol a u CF3
izomer o6-tokoferol. Gubitak signala u 60 minuti za navedene uzorke iznosio je: 12,22 %,
30,25 % te 8,53 %. U uzorcima CF4, CF5, CF6 i CF7 dodavane su razli¢ite kombinacije

izomera da bi se uocCilo sinergisticko ili antagonisticko djelovanje izomera. Rezultati su
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pokazali da izomeri u ekstraktu vitamina E iz ulja koStica grozda sorte CF imaju
antagonisticko djelovanje i to: a- i y-tokoferoli (CF4) su dali gubitak signala od 22,03 %, a- i
o-tokoferoli (CF5) 20,11 %, y- i &-tokoferoli (CF6) 14,31 % dok kombinacija svih triju

tokoferola (CF7) dala je gubitak signala DPPH radikala 17,82 %.

Na isti nacin pripremljene su kombinacije za uzorke iz skupine CS. Rezultati su sli¢ni no
cjelokupno je nesSto veca antioksidativna aktivnost. Uzorci CS1, CS2 i CS3 sadrzavali su po
jednu vrstu standarda izomera, u CS1 je dodan a-tokoferol, u CS2 je dodan y-tokoferol dok u
CS3 je dodan &-tokoferol. Gubitak signala DPPH radikala redom je iznosio: 31,42 %, 12,15
% i 15,58 %. Istrazivanje je pokazalo da kombinacije uzoraka pokazuju antagonisticko
djelovanje i to za uzorak CF4, kombinacija a- i y-tokoferola ima gubitak signala 32,08 %, za
uzorak CF5, kombinacija a- i 6-tokoferola, gubitak signala DPPH iznosio je 40,41 % dok je
za kombinaciju svih izomera u uzorku CS7 gubitak signala iznosio 38,12%. Jedan uzorak je
pokazao sinergisticko djelovanje izomera i to uzorak CS6, kombinacija y- i 6-tokoferola gdje

je gubitak signala DPPH iznosio 37,38 %.

Mehanizam inhibicije oksidacije stani¢énih membrana vitaminom E nije u potpunosti
razjaSnjen. Poznato je da a-tokoferol brze djeluje u homogenom okruZzenju od B-, y- i 6-
tokoferola. Kada se a-tokoferol i é-tokoferol nadu zajedno u membrani stanice i Spremaju se
,»hapasti“ slobodni radikal prvo se potrosi sav a-tokoferol dok &-tokoferol je inaktivan. Tek
kada sav a-tokoferol izreagira u reakciju ulazi d-tokoferol. o -tokoferol je najreaktivniji od
svih izomera tokoferola i on prvi djeluje u reakcijama inhibicije. Prosjec¢na bioloska aktivnost
tokoferola u in vivo i u in vitro uvjetima je: a-tokoferol > B-tokoferol =~ y-tokoferol > 6-

tokoferol. (18)

Osim samog gubitka signala DPPH radikala u vremenu pratila se i sama kinetika nestanka

DPPH radikala $to je prikazano na slikama od 12 do 17 za Sest uzoraka. Na grafovima su

48



prikazani matemati¢ki modeli koji najbolje i najlo$ije opisuju eksperimentalne vrijednosti s
dobivenim teorijskim vrijednostima odredenih matematickih modela. Prema statistiCkim
pokazateljima i izgledom grafova utvrdeno je da bifazni modeli (Bifazni model kinetike prvog
reda te Gustafson — Holden-ov model) najbolje opisuju kinetiku nestanka DPPH radikala $to
ukazuje na to da se reakcija odvija u dvije faze. Pocetni strmiji nagib kineticke krivulje
ukazuje na brzu reakciju radikala i brzih antioksidanasa koja se odvija u svega prvih nekoliko
minuta. Nakon toga kada se potrose ,,brzi* antioksidansi u reakciju stupaju oni ,,spori* §to se
vidi prema naglom prekidu krivulje i vidljive puno monotonije linije. Burton (16) spominje
da upravo taj nagli prekid krivulje oznacava visoko djelotvorni antioksidans, u tom slucaju je
opisivao a-tokoferol. Prema tome moze se zakljuciti da izomeri tokoferola a-, y- i 8-, koji su
istrazivani u ovom radu su visoko djelotvorni antioksidansi te je njihova rekacija iznimno

brza u prvim minutama kemijske reakcije.

Prema podacima koji se mogu ocitati s grafova na kojima su prikazane eksperimentalne
vrijednosti vidljivo je da je brza rekacija, strmi pad u prosjeku u prvih 4 do 6 minuta. Prema
autorima Sanchez — Moreno i suradnicima, koji su proucavali kineticko ponaSanje
antioksidativnih komponenti i klasificirali brzine reakcija, brzine gubitka signala DPPH
radikala dobivene ovim istraZzivanjem ukazuju na vrlo brze reakcije. Kineticko ponaSanje
obzirom na brzinu gubitka signala DPPH radikala u vremenu (minute) klasificira se kao: brzo

(<5 minuta ), srednje (od 5 do 30 minuta ) i sporo ( > 30 minuta) (19).

Espin i suradnici (20) mjerili su antioksidativnu aktivnost 57 razliCitih jestivih ulja iz
razli€itih izvora i s razrli¢itim porijeklom (maslinovo ulje, sezamovo ulje, bademovo ulje,
suncokretovo ulje, ...). Mjeren je nestanak DPPH radikala na 515 nm. Apsorbancija se
povecava kako se boja otopine mjenja odnosno prelazi iz ljubicaste u Zutu Sto predstavlja
neutralizaciju radikala antioksidansom na nacin da antioksidans donira vodikov atom DPPH

radikalu. Prema tome, nestanak DPPH radikala je proporcionalan koli¢ini antioksidansa.
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Dobiveni rezultati nestanka DPPH radikala pokazali su prisutnost dvije grupe antioksidansa,
brzi i1 spori S§to je bilo vidljivo dobivenim bifaznim modelom jednadzbe. Reakcije

antioksidansa mogu se prikazati i na nacin:

A1
DPPH + (AH); 5 DPPH-H + (A*),

A2
DPPH + (AH), 5 DPPH-H + (A*),

Gdje (AH); i (AH), predstavljaju brze i spore antioksidanse a 4; i 1, konstante brzine reakcije

(Sto je vrijednost veca, antioksidans brze reagira).

U istrazivanju gdje se promatrala antioksidativna aktivnost ulja bucinih sjemenki DPPH
metodom dobiveni rezultati pokazali su da se reakcija Kinetike takoder odvijala u dva stupnja.
U prvom brzem dijelu reakcije reagiraju y- i d-tokoferol dok u drugom monotonijem dijelu
reakcije reagira a-tokoferol. o -tokoferol je pokazao veéu antioksidativnu aktivnost u odnosu

na y- i d-tokoferol. (21)
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9 ZAKLJUCAK

Ulje kostica grozda ima raznolik sastav te ima izrazito antioksidativno djelovanje. Blagodat
antioksidativnog djelovanja je iznimno vazno u sprjecavanju lipidne peroksidacije u stani¢nim
membranama koja moze dovesti do smrti stanica. Zastita stanica od utjecaja slobodnih
radikala iznimno je bitna u prevenciji nastanka kardiovaskularnih bolesti i autoimunih bolesti

koje se povezuju s negativnim utjecajem slobodnih radikala na ljudske stanice.

Prema tome antioksidativno djelovanje ulja koStica grozda posjeduje vazne prednosti u
o¢uvanju zdravlja. U ovom radu nastojalo se utvrditi koliko zapravo izomeri vitamina E imaju

antioksidativni u¢inak te kakvo je njihovo medudjelovanje.

Analizom i obradom podataka dolazi se do zakljucka da tokoferoli u uljima CF i CS imaju
izrazito brzu antioksidativnu aktivnost §to su zapravo pokazali bifazni matematicki modeli,
osobito bifazni model prvog reda. Matematickim modelima je prikazana izrazito brza pocetna
reakcija, brz nestanak signala DPPH radikala nakon cega slijedi sporija faza nestanka DPPH

radikala sto ukazuje na prisutnost dvije grupe antioksidanasa, brzih i sporih.

Osim toga dodavanjem izomera vitamina E, odnosno dodavanjem kombinacija a-, y- i o-
tokoferola u uzorke ekstrakta vitamina E iz ulja Caberbet sauvignon i Cabernet franc dobiveni
rezultati pokazuju da razli¢ite kombinacije tokoferola u uzorcima u veéini uzoraka, imaju
antagonisticko djelovanje osim u u uzorku CS6 (dodani y- i d-tokoferol) gdje je vidljivo

sinergisticko djelovanje tokoferola.

Usporedujuci rezultate s drugim istraZzivanjima namecu se nova pitanja za daljnja i podrobnija
istrazivanja. Vidljivo je da osim tokoferola u uljima neke druge komponente imaju jaci ili
slabiji utjecaj na antioksidativnu aktivnost. Prema tome potrebno je detaljnije istraziti sve
prisutne komponete u uljima koje imaju antioksidativnu aktivnost i dublje ispitati mehanizme

reakcija.
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