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Antioksidanti zmanjSujejo tveganje za nastanek kroni¢nih bolezni, kot so rak, bolezni
srca in ozilja. Ena izmed najbolj pogosto uporabljenih metod za dolocanje
antioksidativnega potenciala (AOP) vin in tudi drugih Zivilih je DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) metoda. Metoda temelji na redukciji radikala DPPH" s prisotnimi
antioksidanti v stabilen produkt DPPH, (difenilpikrilhidrazin). Redukcijo radikala
DPPH' z modelnimi antioksidanti (MAO) in polifenoli, prisotnimi v vinih, smo
dolocali v meSanici metanola s 50 % vsebnostjo acetatnega pufra pH 5,25 in v
mesanici metanola s 5 % vsebnostjo vode. Ugotovili smo, da je reakcija ve¢ine MAO
in vin z DPPH’ potekla hitreje pri inkubaciji v acetatu pH 5,25 kot pri inkubaciji v
metanolu. Doloc¢en AOP katehina, ki je eden izmed najbolj zastopanih polifenolov v
vinu rdecih sort, je odvisen od deleza vode in acetatnega pufra v reakcijski zmesi.
Katehinu smo doloc¢ili skoraj dvakrat vecjo spremembo absorbance pri 520 nm
(dAsp) in zveplovem dioksidu skoraj trikrat vecjo dAspy v meSanici metanola z
acetatom pH 5,25 kot v meSanici metanola s 5 % vode po 60 minutah inkubacije.
Tudi vzorcem vin smo dolocili vec¢je vrednosti AOP v acetatu pH 5,25 kot v
metanolu. Pri vinih smo vsebnost antioksidantov izrazili kot milimolarni ekvivalent
troloxa (TE). Ugotovili smo, da je bil ta vsaj 1,5-krat vecji v acetatu pH 5,25 kot v
metanolu. Prav tako je iz nasih rezultatov razvidno, da ima pH topila velik vpliv na
dolocen AOP vecine modelnih antioksidantov in vin, in sicer smo ugotovili, da se
dolo¢en AOP veca z narascajoCim pH.
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Antioxidants reduce the risk of developing chronic diseases such as cancer and
cardiovascular disease. One of the most commonly used methods for determining the
antioxidant potential (AOP) of wine and other foods, is the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) method. The method is based on the reduction of radical DPPH" by
antioxidants into the stable product DPPH,; (diphenylpycrilhydrazine). Reduction of
DPPH’ radicals with model antioxidants (MAQO) and polyphenols present in wine
was determined in a mixture of methanol containing 50 % of acetate buffer pH 5,25
and in a mixture of methanol containing 5 % of water. We found that the reaction of
the majority of MAO and wines with DPPH" incubated in the buffered methanol was
faster than those incubated in non-buffered methanol. Determined AOP of catechin,
which is present at high concentration in the red wines, depends on the proportion of
water and acetate buffer in the reaction mixture. For catechin we determined almost
twofold higher difference in absorbance at 520 nm (dAsy) and for sulfur dioxide
almost threefold higher dAsy¢ in methanol solution containing 50 % acetate buffer pH
5,25 than in methanol solution with 5 % water after 60 minutes incubation. Higher
AOP of all wine samples was determined in acetate pH 5,25 than in methanol.
Antioxidant content of wine was expressed as trolox equivalent (TE). Determined
AOP was at least 1,5 fold higher in acetate pH 5,25 than in methanol. We have also
shown that the pH of the solvent has a large influence on determined AOP of most
model antioxidants and wines, moreover it was observed that determined AOP
increases with increasing pH.
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radikala DPPH’, izmerjeno kot zmanjanje absorbance pri 520 nm po 60 min
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1 UVOD

V danasnjem casu vse veC pozornosti posvetamo zdravemu nacinu Zivljenja in zmanjSanju
pojavnosti raznovrstnih bolezni, kot so rak in kardiovaskularne bolezni ter druge.
Antioksidanti lahko na razlicne nacine prepreCujejo tvorbo prostih radikalov, jih
pretvarjajo v nereaktivne molekule oziroma omogocajo popravljanje oksidativno
poskodovanih biomolekul. Nekatere antioksidante sintetizira telo samo, druge pa dobimo s
hrano (Korosec, 2000). Naravni antioksidanti so predvsem polifenolne spojine, ki nastajajo
v rastlinah in v mikroorganizmih, v ¢loveskem organizmu pa ne (Abram in sod., 2010;
Abram in Simci¢, 1997). Nahajajo se predvsem v sadju in zelenjavi ter pijacah, kot so
sokovi, €¢aji, vino itd. V vinu imajo pomembno vlogo, saj mu dajejo barvo, vplivajo na vonj
in okus, so osnova za staranje vina, delujejo kot antioksidanti in konzervansi ter izkazujejo
protimikrobno aktivnost. Zaradi vseh teh lastnosti jih pospeSeno proucujejo mnoge
mednarodne raziskovalne skupine, tudi zaradi Ze znanega pozitivnega vpliva na zdravje
ljudi (Bavcar, 2006). Za doloCanje antioksidantov in fenolnih spojin ter njihove
antioksidativne aktivnosti v vinih in ostalih zivilih se uporablja vrsta razlicnih metod.
Nobena metoda pa ne da celovitega odgovora o antioksidativni u¢inkovitosti fenolnih
spojin. Na njihovo antioksidativno ucinkovitost vpliva tudi vrsta reaktanta, na katerega
antioksidant deluje, in izbira matriksa, v katerem antioksidant u¢inkuje (Abram in sod.,
2010). Ena izmed najpogosteje uporabljenih indirektnih spektrofotometricnih metod za
doloCanje antioksidativnega potenciala zivil je tudi metoda DPPH. Temelji na merjenju
spremembe absorbance, ki nastane pri redukciji radikala DPPH’ z antioksidantom. Na
metodo DPPH vplivajo predvsem topilo, pH, koncentracija vzorca in inkubacijski cas
(Noipa in sod., 2011). Iz literature je razvidno, da se uporablja razli¢en inkubacijski ¢as, in
sicer najveckrat od 1 do 60 min (Terpinc in Abramovi¢, 2010; Katalinic in sod., 2006;
Scalzo, 2008; Siddhuaju, 2006), nekateri tudi do 24 h (Thaipong in sod., 2006). Mnogi
opozarjajo tudi na razlicno kinetiko antioksidantov (Brand-Williams in sod., 1995; Bondet
in sod., 1997; Kosmerl in Cigi¢, 2008; Dawidowicz in sod., 2012; Noipa in sod., 2011),
zato je pogostokrat inkubacijski ¢as prekratek, da bi reakcija dosegla neko ravnotezno
stanje (Dawidowicz in sod., 2012). Na podlagi ugotovitve, da je kinetika reakcije
DPPH /antioksidant odvisna od vrste topila (Dawidowicz in sod., 2012), vedno ve¢ $tudij
posveCa pozornost uporabi ustreznega topila, ki bi morda pospeSil hitrost reakcije
antioksidantov z radikalom DPPH’ in pripomogel k ustreznejsi dolo¢itvi antioksidativnega
potenciala.
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1.1 CILJ DELA

Namen diplomske naloge je bil analizirati potek reakcije med prostim radikalom DPPH’ in
standardnimi antioksidanti (katehin, askorbinska kislina, galna kislina, trolox, kavna
kislina, kaftarna kislina in SO,) ter z antioksidanti, prisotnimi v izbranih rdecih (refosk,
modri pinot, modra frankinja) in belih vinih (malvazija, laski rizling, rumeni muskat).
Potek reakcije smo spremljali v metanolu in acetatnem pufru z razli¢nimi pH. Dolocili smo
hitrost reakcije v ustrezni mesSanici, kakor tudi vpliv topila na doloCeno vsebnost
antioksidantov. Za primerjavo rezultatov smo v vinih dolo¢ili vsebnost fenolnih spojin tudi
s Folin-Ciocalteujevo metodo ter jim izmerili barvne parametre.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevali smo, da bosta prisotnost vode v reakcijskem mediju kakor tudi pH
reakcijskega medija vplivala na hitrost reakcije ter na doloceno vsebnost antioksidantov v
vinih in nekaterih modelnih antioksidantih s prostim radikalom DPPH'". Predvidevali smo
tudi, da se bodo pojavile razlike med belimi in rde¢imi vini, saj so rdeca vina bogatejsa po
vsebnosti fenolnih spojin kot bela vina.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ANTIOKSIDANTI

Antioksidant je snov, ki preprec¢i oksidacijo neke druge snovi tudi takrat, ko je
koncentracija le-te precej vecja od koncentracije antioksidanta (Halliwell in Gutteridge,
1989). Druga razlaga bi lahko bila, da so antioksidanti spojine, ki preprecujejo oksidativni
stres z lovljenjem prostih radikalov, s keliranjem kovinskih ionov, z odstranjevanjem in/ali
popravilom oksidativno poskodovanih biomolekul (Korosec, 2000). Do oksidativnega
stresa pride, ko je v telesu ve¢ prostih radikalov kot antioksidantov (Wagner, 2001).

Prosti radikali so atomi, ioni, molekule ali deli molekul, ki imajo v svoji strukturi vsaj en
nesparjen elektron (March, 1992; Halliwell in Gutteridge, 2000). So intermediati pri
redoks, fotokemicnih in radikalskih reakcijah, ki se pojavljajo pri vrsti biokemijskih
procesov. Nastajajo predvsem pri redoks in encimskih reakcijah, kjer prihaja do prenosa
elektrona (Halliwell in Gutteridge, 2000), lahko pa jih povzrocajo tudi razlicna sevanja, ki
privedejo do homolitske cepitve kovalentne vezi (npr. radioliza vode) (Cigi¢ in Rudan
Tasi¢, 2006). Imunski sistem jih uporablja za unicevanje tujih in rakavih celic, sre¢amo jih
v procesih presnove, so mediatorji in imajo pomembno vlogo pri Stevilnih patofizioloskih
procesih in procesih staranja (Kreft in Pecar, 1998). Najpomembnejsi kisikovi prosti
radikali so superoksidni anion (0,™), tripletni kisik (‘O,), singletni kisik (‘05), hidroksilni
radikal (HO"), vodikov peroksid (H,0,), radikal dusikovega oksida (NO") in peroksilni
radikal (ROO") (Korosec, 2000). Vse te oblike kisika oz. njegove spojine so reaktivni
kisikovi intermediati (ROI), kateri so odgovorni za celi¢ne poskodbe, ki so lahko vzrok
vnetni reakciji, maligni transformaciji ali smrti celice (Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 2006).
Dejstvo, da so prosti radikali zelo reaktivni, pomeni, da imajo majhno kemijsko
specifinost, tj. da lahko reagirajo z vecino molekul v svoji blizini, kar vkljuCuje proteine,
lipide, ogljikove hidrate in DNA. Kadar radikal reagira z neradikalom, nastane nov prosti
radikal, ki reagira naprej v verizni radikalski reakciji (npr. lipidna peroksidacija), medtem
ko prvotni izgubi radikalske lastnosti (Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 2006).

Antioksidanti lahko zavirajo oksidacijo na dva nacina:

a.) Potek avtooksidacije mascob prikazujejo sledece enacbe:

RH — R’(zacetek) (D
R’ + O, — RO, (vezava kisika) ...(2)

RO;" + RH — ROOH + R’(nastanek novih prostih radikalov in hidroperoksidov) ...(3)
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Ko nastane prosti radikal R’, reakciji 2 in 3 tvorita verizno reakcijo, pri ¢emer se $tevilne
molekule mascobnih kislin (R-H) pretvorijo v lipidne hidroperokside ROOH, kar v
nadaljevanju vodi v oksidacijo in zZarkost mascob.

Najpogosteje antioksidant poseze v reakcijo tako, da hitro odda vodikov atom radikalu, ki
bi sicer povzrocil tvorbo peroksidnih radikalov ali hidroperoksidov, sam pa preide v bolj
stabilen prost radikal:

R+ AH — A"+ RH (prenos H atoma) ..(4)
ROO" + AH — A’ + ROOH .(5)

b.) Prenos elektronov je naslednji mehanizem, s katerim lahko antioksidant stabilizira
prosti radikal. Na ta nacin reagirajo mnogi fenolni antioksidanti. Najprej nastane kation
radikal, temu pa sledi hitra in reverzibilna deprotonacija, z radikalom pa lahko reagira tudi
anionska oblika radikala, kot je prikazano v naslednjih reakcijah:

AOH + H,0 < AO™ + H;0" ...(6)
AO +ROO < ROO + A0’ (7
ROO + H;0" < ROOH + H,O ...(8)

Oba mehanizma, prenos vodikovega atoma in prenos posameznega elektrona, vedno
potekata vzporedno, a z razlicno hitrostjo (Musialik in sod., 2008; Prior in sod., 2005).

Antioksidanti se razlikujejo tako po kemijski strukturi kakor tudi po mehanizmu delovanja.
Iz tega izhaja ve¢ moznih nacinov razdelitve antioksidantov (Cigi¢ in Rudan Tasic, 2006).
Enega izmed nacinov je predstavil KoroSec (2000), in sicer je antioksidante razvrstil v tri
skupine. V prvi so pravi antioksidanti, ki vezejo proste radikale in predstavljajo glavno
znotrajcelicno antioksidantno obrambo (SOD, katalaza, glutation, peroksidaza). V drugi
skupini so reducenti, to so neencimski proteinski antioksidanti v plazmi (transferin,
hemoglobin, albumin). V tretjo skupino pa spadajo antioksidantni sinergisti, ti povecujejo
ucinkovanje antioksidantov prve skupine in so neencimski antioksidanti, ki se nahajajo v
plazmi, v celicah in v celicnih membranah (vitamin C, GSH, secna kislina, vitamin E,
betakaroten). Po kemijski zgradbi so vodotopni (askorbinska kislina, glutation, flavonoidi)
in topni v ma§¢obah (ubikinon, vitamin E, kurkumin, karotenoidi in retinoidi) (Korosec,
2000). Kot pri sami definiciji pojma, tudi pri razvrstitvi antioksidantov ne obstaja najboljsa
mozna razdelitev. Pogostokrat se antioksidante deli po naslednjih kriterijih: izvor (naraven,
sinteticen, endogen, eksogen), nacin delovanja (encimski, neencimski), fizikalono
kemijske lastnosti (polaren, nepolaren), struktura (polifenoli, tioli,...), mehanizem
delovanja (lovilec prostih radikalov, preprecevanje tvorbe prostih radikalov,...) (Cigi¢ in
Rudan Tasic, 2006).
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Strukturno razli¢ni antioksidanti imajo lahko enak mehanizem delovanja in obratno. Velja
pa tudi, da imajo nekateri antioksidanti ve¢ moznih mehanizmov delovanja. Nekatere snovi
imajo lahko poleg antioksidativnega tudi prooksidativen ucinek, kot so npr. askorbinska
kislina, tokoferoli, karotenoidi in razlicni polifenoli. V najSirSem smislu lahko med
prooksidante uvrS¢amo snovi, ki dejansko povzrocajo oksidativne poskodbe, kakor tudi vse
ostale snovi in dejavnike, ki te poskodbe pospesijo. Obstajajo tudi spojine, ki niso direktni
antioksidanti, ampak na posreden nacin povecujejo ucinek antioksidantov. Te spojine
lahko wvplivajo na regulacijo biosinteze in regeneracijo encimskih antioksidantov,
nizkomolekularnih antioksidantov in proteinov, ki vezejo prooksidativne ione; tak$ne
spojine lahko uvrstimo med pro-antioksidante (Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 2006). Nekatere
antioksidante sintetizira telo samo (glutation, se¢no kislino, ubikinon), druge pa dobimo s
hrano (antioksidantni vitamini, kovine v sledovih) (Korosec, 2000).

2.2 ANTIOKSIDANTI V VINU

V vinu so najpomemne;jsi antioksidanti polifenoli. Znanih je Ze ve¢ kot 4000, poleg vina pa
se nahajajo v Stevilnih vrstah sadja, zelenjave, raznih ¢ajih in sadnih sokovih. Pri grozdju
jih najdemo v jagodni kozici, peckah in grozdnih pecljih. Delujejo kot odli¢na obramba
pred $kodljivci, plesnimi in kvasovkami. Ce je grozdje okuzeno ali mehaniéno
poskodovano (toc¢a, zmrzal), se vsebnost polifenolov v jagodah poveCa (Wagner, 2001).
Fenolne spojine imenujemo vse tiste spojine, ki imajo najmanj en aromatski obro¢ in
najmanj eno ali ve¢ —OH skupin direktno vezanih na aromatski obro¢ (Abram, 2000). V
naravi so obicajne spojine z ve¢ —OH skupinami in zato se je zanje uveljavilo tudi drugo
ime — polifenol (Abram in Sim¢i¢, 1997). Polifenolne spojine imajo prvenstveno vlogo pri
senzoricni kakovosti, saj vplivajo na trpkost, grenkobo, vonj in okus Zzivil s tvorbo
kompleksov s proteini ¢loveske sline, dodatno pa vplivajo na barvo in antioksidativne
lastnosti, zdravstvene ucinke in prehransko vrednost kon¢nega produkta (Ko$merl in sod.,
2006). V rdecih vinih so glavni vir grenkobe in trpkosti predvsem katehini in
proantocianidini. Za barvo rdecih vin so odgovorni antociani, ki pa v belem grozdju niso
prisotni. Na barvo belih vin vplivajo neflavonoidni fenoli, kot so hidroksicimetne kisline
(kaftarna, p-kumarna in fertarna kislina (Bavcar, 2006). S kemijskega stalisca fenolne
spojine zaradi svoje strukture (ene ali vec hidroksilnih skupin) vplivajo na procese
oksidacije in Stevilne druge kemijske reakcije v mostu in vinu (Kos$merl in sod., 2006). Za
mnoge polifenolne spojine rastlinskega izvora so bila dokazana antikancerogena,
antimutagena in tudi ostala svojstva, ki preprecujejo karcinogenezo v razli¢nih stadijih
razvoja rakavih bolezni (KoSmerl in sod., 2006). Prav tako pa znanstveniki predvidevajo,
da polifenoli delujejo preventivno tudi na nastanek sréno zilnih bolezni in sréne kapi
(Middleton in sod., 2000).

Vsebnost fenolnih spojin je sortna lastnost vin in je v dobri korelaciji z antioksidativnim
potencialom. V povezavi z vecjo vsebnostjo skupnih fenolov je znacilno vecji tudi
antioksidativni potencial (Ko$merl in sod., 2005).
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Preglednica 1: Koncentracije fenolnih kislin in flavonoidov v vinih (De Beer in sod., 2002)

Fenolne spojine

Koncentracija (mg/L)

Rdece vino Belo vino
NEFLAVONOIDI 240-500 160-260
Hidroksibenzojske kisline 0-260 0-100
p-hidroksibenzojska kislina 20,0° -
Galna kislina 63,8 (3,1-320) 6,4 (2,8-11)
Skupni galati 49,0 (38,6-58,7) 6,9 (6,8; 7
Siringi¢nakislina 11,5(4,9; 18) -¢
Protokatehujska kislina 88,0° -
Hidroksicimetne Kisline 143,1 (74,1-226) 130-154
p-kutarna kislina 52,2 (21-137) 1,8°
Kaftarna kislina 80,9 (13,4-178) 5@3;7)

Kavna kislina
p-kumarna kislina
Ferulna kislina
Stilbeni

Resveratrol
FLAVONOIDI
Flavonoli

Kvercetin

Miricetin

Kamferol

Rutin

Flavan-3-oli
Katehin

Epikatehin
Proantocianidini
Antocianini
Delfinidin-3-glukozid
Cianidin-3-glukozid
Petunidin-3-glukozid
Peonidin-3-glukozid
Malvidin-3-glukozid
Malvidin-3-glukozid-acetat

Malvidin-3-glukozid-p-kumarat

8,7 (4,7-18)
4,7 (0,9-22)

10,9 (2,9-19)

11,1 (4-19)

1,2 (0,09-3,2)
750-1060

127,8 (65,3-238,3)
11,5 (0,5-28,5)
12,3 (0-64,5)

1,0 (0,1-6)

7,4 (0-31,7)

208,8 (27,3-557)
94,0 (15,3-390)
443 (9,2-62)
215,0 (30,9-367,1)
270.9 (39,4-469)
10,9 (2,3-22)
38,0°

21 (18; 24)

19 (6; 32)

46,7 (0-206)

38,2 (13,2-129)
15,1 (8,3-44)

3,17 (1,5-5.2)
2,2 (1-3,2)

1,8 (0,04-3,5)
0,04 (0-0,1)
25-30
Sledovi

0,55 (0-1,2)
0,1 (0-0,3)
0,1°

0,3 (0-0,9)
11,5 (2-29)
15,4 (1,5-46)
8,7 (0,5-60)
0

SO OODOD OO OO

Skupni polifenoli

1686,4 (700-4059)

177,6 (96-331)

b oznaka pomeni, da je bila le ena vrednost navedena v literaturi, ¢ oznaka pa, da v literaturi ni bilo podatka.
Vrednosti so povzete po Arts in sod., 2000; Carando in sod., 1999; Ricardo de Silvia in sod., 1990; Fogliano
in sod., 1999; Frankel in sod., 1995; German in Walzem, 2000; Ghiselli in sod., 1998; Goldberg in sod.,
1998; Lamuela-Reventos in Waterhouse, 1993; Mazza, 1995; Mazza in sod., 1999; Pellegrini in sod., 2000;
Ritchey in Waterhouse, 1999; Simonetti in sod., 1997; Soleas in sod., 1997 in cit. po De Beer in sod., 2002.

Nekatere novejSe Studije so pokazale, da predvsem bela vina vsebujejo precej vec kaftarne

kisline, ki je koncentracijsko najpomembne;jsi antioksidant, kot v preglednici 1.VrhovSek
(1998) je dolocila v belem vinu Sestih slovenskih sort od 177 do 369,5 mg/L kaftarne
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kisline, Singleton in sodelavci (1986) so jo dolocili od 16 do 295 mg/L, Mozeti¢ in sod.
(2006) pa so v vinu sorte rebula z vsebnostjo skupnih polifenolov 118,6 mg/L dolocili
83,8 mg/LL kaftarne kisline (v obliki trans-kaftarne kisline). V rdecih vinih so dolocili
bistveno manjSe koncentracije kaftarne kisline kot v belih,in sicer so Gutiérrez in sod.
(2005) dolo¢ili od 27,1 do 34,2 mg/L, Gambelli in Santaroni (2004) sta dolocila od 4,9 do
37,7 mg/L, medtem ko so Cerezo in sodelavci (2010) v vinu sorte cabernet sauvignon
dolocili 149,2 mg/L kaftarne kisline.

Fenolne spojine delimo na dve osnovni skupini, flavonoide in neflavonoide (Vrhovsek,
1996):

Preglednica 2: Razdelitev fenolnih spojin (Vrhovsek, 1996)

FLAVONOIDI NEFLAVONOIDI

e flavan-3-oli (katehin, epikatehin) e hidroksicimetne  kisline  (kaftarna,

e proantocianidini  (dimeri  in kutarna, fertarna, kavna, p-kumarna,
trimeri katehina in epikatehina) ferulna)

¢ antocianidini (cianidin, peonidin, e hidroksibenzojske  kisline  (galna,
delfinidin, petunidin, malvidin) vanilinska, siringicna)

e flavonoli (kamferol, kvercetin, e stilbeni (resveratrol)
miricetin, izoramnetin)

2.2.1 Flavonoidi

Flavonoidi so fenolne spojine, zgrajene iz 15 C-atomov, osnovno spojino flavon sestavljajo
strukture, ki jih ozna¢imo s C¢C3Cgs (Abram, 2000).

A

8
Sy
/”
5

Slika 1: Osnovna strukturna formula flavonoidov (Abram, 2000: 24)

Flavonoidi so znacilne spojine rdec¢ih vin in zavzemajo do 85 % vseh prisotnih fenolov, v
belih pa le 20 % (Stratil in sod., 2008; Bavcar, 2006). Najbolj pogosti flavonoidi v vinu so:
antociani (monoglukozidi malvidina, cianidina, delfinidina, petunidina in peonidina ter
njihovi pripadajoci estri, kjer je glukoza zaestrena z ocetno ali p-kumarno kislino),
flavonoli (kvercetin, miricetin, kamferol), flavan-3-oli (katehin, epikatehin) in
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proantocianidini. Flavonoidi lahko obstajajo v prosti obliki, vezani na druge flavonoide,
neflavonoide in sladkorje kot glikozidi ali pa kot kombinacija nastetih oblik (Bavcar,
2006).

Monomerne in oligomerne oblike flavan-3-olov so najvaznejsi fenoli v rdecih vinih
(Vrhovsek, 1996). Nahajajo se v peckah in pecljevini ter v kozici grozdne jagode.
Proantocianidini ali kondenzirani tanini pa so prevladujoc¢a oblika flavan-3-olov in se
nahajajo predvsem v peCkah in manj v kozici ter pecljevini (Bavcar, 2006). Visoke
antioksidativne znacilnosti te skupine so dokazane Ze dlje Casa in zaradi njihove velike
vsebnosti predvsem v rdecih vinih so to spojine, ki so zelo pomembne za antioksidativne
znacilnosti vina (Vrhovsek, 1996; Frankel in sod., 1993). Flavonoli in antociani pa se
nahajajo v kozici grozdne jagode (Bavcar, 2006).

2.2.1.1 Katehin

Katehin uvrs€amo v skupino flavan-3-olov in je triciklicna molekula s hidroksilnimi
skupinami. Loc¢imo katehin (trans-oblika), epikatehin (cis-oblika), galokatehin,
epigalokatehin in oksianidin. Rde¢i mosti in vina vsebujejo tudi 3- do 6-monomerne
katehine-flavane, ki so predhodniki katehinov. So neobarvani in uéinkujejo grenko. V
grozdju se nahajajo vecinoma v kozicah in peckah. Reagirajo z vanilinom ali drugimi
aldehidi, nastanejo obarvani produkti (Plahuta, 2004). Koncentracije katehina v rdecih
vinih variirajo med 130 do 400 mg/L, medtem ko se v belih vinih gibljejo med 20 in
50 mg/L (Vrhovsek, 1996).

OH

OH

HO 0

h“"UH

Flavan-3-ols

Slika 2: Strukturna formula katehina (Vrhovsek, 1996: 230)

Katehin ima pomembno antioksidativno vlogo v vinu in ima pomemben zdravstveni
ucinek, saj zavira zlepljanje krvnih plosc¢ic in tako preprecuje nastajanje krvnih strdkov v
zilah, s ¢imer se poveca pretocnost zil. Zavira nastajanje tumorjev, pomaga varovati jetra,
ker deluje protibakterijsko pa preprecuje vnetja (Wagner, 2001).
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2.2.2 Neflavonoidi

Neflavonoidi predstavljajo vecino fenolnih snovi v belih vinih. Nahajajo se predvsem v
celicnih vakuolah kozice grozdne jagode. Najbolj zastopani in poznani so derivati
hidroksicimetnih kislin, ki so vezani oziroma zaestreni na sladkorje, alkohole in kisline.
Med njimi je najvec estrov vinske kisline s kavno, p-kumarno in ferulno kislino, to so
kaftarna, kutarna in fertarna kislina. V najvecji koncentraciji je prisotna kaftarna kislina kot
ester kavne in vinske kisline (priblizno 75 %). Drugi vir neflavonoidov je ekstrakcija iz
lesa. Glavna sestavina je elagicna kislina, ki izhaja iz hidrolizabilnih taninov lesa, to je
polimerov elagic¢ne in galne kisline z glukozo. Z razgradnjo lignina se v vino izlo¢ajo tudi
drugi neflavonoidi, na primer benzaldehidi in aldehidi cimetne kisline (Bavcar, 2006).

2.2.2.1 Hidroksicimetne kisline

Med hidroksicimetne kisline uvrs¢amo kavno, kaftarno, kutarno, fertarno, p-kumarno in
ferulno kislino. Hidroksicimetne kisline so najpomembnejSa skupina neflavonoidov tako v
rdec¢ih kot tudi v belih vinih. Medtem ko so v rdecih vinih najpomembnejsi fenoli
flavonoidi, so hidroksicimetne kisline najpomembnejsi fenoli belih vin (Vrhovsek, 1996).

: T
|
"~0—Vinska kislina 7 on

HO HO
R R

Slika 3: Strukturni formuli hidroksicimetnih kislin grozdja in vina: levo: (R=OH kaftarna kilslina, R=H
kutarna kislina, R=OCHj fertarna kislina); desno: (R=OH kavna kislina, R=H p-kumarna kislina, R=OCHj
ferulna kislina) (Vrhovsek, 1996: 128)

2.2.2.1.1 Kavna kislina

Kavna kislina je 3,4-dihidroksicimetna kislina, fenolna kislina. Je derivat cimetne kisline.
V vinu jo najdemo v prosti ali zaestreni obliki v koncentracijah med 0,3 in 5 mg/L
(Plahuta, 2004; Chung in sod., 2006).



Bertalani¢ L. Vpliv topila na dolo¢eno antioksidativno aktivnost vin in modelnih antioksidantov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011 10

2.2.2.1.2 Kaftarna kislina

Kaftarna kislina je ester med kavno in vinsko kislino. S sorodnimi p-kumarinskimi in
ferulnimi estri vinske kisline sestavlja velik del fenolov belih vin. Koncentracija kaftarne
kisline v belih vinih zelo niha, vendar je povprecno okrog 150 mg/L mosta (Bavcar, 2006).
Kaftarna kislina deluje kot zasc¢ita pred oksidacijo. Esterske vezi hidrolizirajo encimi
cinamil esteraze. Ti encimi povzrocajo izgubo svezine vina. S hidrolizo nastala kavna
kislina se oksidira in negativno vpliva na kakovost vina ter se poveze z glutationom v
S-glutationil komplekse. Oksidacijo katalizira lakaza, vendar se glutation-hidroksicinemati
ne obarvajo rjavo. Encim lakaza je oksidoreduktaza, ki jo tvori plesen vrsteBotrytis cinerea
kot zascito pred fenoli, ki jih oksidira v kinone. Povzroca zelo obsezne oksidacije vina.
Posebej je nezazelena pri rdecih vinih (izguba barve), pri belih manj, vendar pride do zlato
rumene barve (Plahuta, 2004).

2.2.2.2 Hidroksibenzojske kisline

Glavne proste hidroksibenzojske kisline v rde¢em vinu so galna, vanilinska in siringi¢na.
Galna kislina je hidroksibenzojska kislina, ki se ekstrahira iz grozdnih peck. Siringi¢na in
vanilinska kislina se ekstrahirata iz jagodne koZice, ne iz peck in sta sestavini celi¢nega
soka. Njune vrednosti ponavadi ne presegajo nekaj miligramov v vinih in so v belih vinih
pogosto pod mejo zaznave. V rdecih vinih je razmerje med hidroksibenzojskimi kislinami
zelo sortno pogojeno. Vecje vrednosti prostih kislin in tudi elagi¢ne kisline so bile
dolocene v vinih, staranih v hrastovih sodih (Vrhovsek, 1996).

2.2.2.2.1 Galna kislina

Galna kislina je 3,4,5-trihidroksibenzojska kislina (slika 4). Je neflavonoid in je osnovna
enota hidrolizabilnih taninov. V vino se izloca iz lesenih sodov, predvsem hrastov les je
bogat z njo. Prisotna pa je tudi v jagodnih peckah (Plahuta, 2004). Galna kislina in njeni
estri vsebujejo tri proste hidroksilne skupine, zaradi Cesar je ta kislina izredno dober
antioksidant in je ponavadi glavna hidroksibenzojska kislina v rdec¢ih vinih. Njene
koncentracije so v rdecih vinih lahko enake koncentraciji trans-kaftarne kisline. V rdecih
vinih se vrednosti gibljejo okoli 80 mg/L, medtem ko so vrednosti v belih vinih dosti
manj$e (do 10 mg/L) (Vrhovsek, 1996). Nekateri avtorji so dolo¢ili manjSe koncentracije v
belih vinih, in sicer priblizno 2 mg/L, v rdecih pa med 2,7 in 35 mg/L (Plahuta, 2004).
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Slika 4: Strukturne formule hidroksibenzojskih kislin v grozdju in vinu: A (galna kislina), B (vanilinska
kislina), C (siringi¢na kislina) (Vrhovsek, 1996: 129)

2.2.2.3 Stilbeni (skupina resveratrola)

V vinu se resveratrol nahaja v $tirih razlicnih oblikah: cis- in trans-resveratrol ter Cis- in
trans-glukozid resveratrola (Cis- in trans-piceid). Najvec¢je vrednosti vsote vseh $tirih oblik
resveratrola, dokazane do sedaj, dosegajo v rdeCih vinih do 30 mg/L, medtem ko se
povpre¢ne vrednosti za rdeCa vina gibljejo med 5 in 7 mg/L, manjSe vrednosti so v rose in
belih vinih - do 1 mg/L. Sorti, ki sta Se posebno poznani po veliki vsebnosti resveratrola,
sta modri pinot in modra frankinja.

Poleg fenolov imata v vinu antioksidativno vlogo tudi askorbinska kislina in zveplov
dioksid, ki se v vinarstvu uporabljata kot enoloska sredstva. Askorbinska kislina in zveplov
dioksid Scitita flavonoidne fenole pred oksidacijo, ker se sama oksidirata, zveplov dioksid
Se dodatno inhibira oksidaze in mikrobe ter se veze na aldehide in druge vezalce Zvepla
(Plahuta, 2004).

2.2.3 Zveplov dioksid

Zveplov dioksid (SO,)je pod normalnimi pogoji plin, katerega molska masa je
64,06 g/mol. Je dobro topen v vodi, njegova topnost pa je odvisna tudi od temperature
(Kosmerl, 2000).

V kletarstvu se delovnje zveplovega dioksida odraza v vrsti fizikalnih in kemijskih reakcij,
ki vkljucujejo predvsem: preprecevanje rasti nezeljenih mikroorganizmov (bakterij rodov
Lactobacillus in Pediococcus ter ne-Saccharomyces kvasovk); prepreevanje delovanja
oksidacijskih encimov (polifenoloksidaz ali lakaz); vezavo porabnikov Zvepla;
preprecevanje reakcij porjavenja (tvorbe rjavih pigmentov) (KoSmerl, 2000).

Zveplov dioksid, raztopljen v mostu ali vinu, se obnasa kot kislina, kar se kaZe v treh
razli¢nih disociacijskih oblikah, katerih delez je odvisen od vrednosti pH (Kosmerl, 2000)
kar prikazuje tudi naslednja enacba (Rotter, 2009):
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H,0 + SOy<===>H" + (HSO;3) <===>2H" + SO;* ...(9)
(molekularni SO,)  (bisulfitni SO,) (sulfitni SO,)

a.) Molekularna oblika Zveplovega dioksida (SO,) je glavna oblika pri pH pod 1,86.
Pomembna je zaradi protimikrobnega delovanja, hkrati pa je tudi senzori¢no zaznavna z
vohanjem. V okviru prostega SO, odpade na molekularno obliko le manjsi delez, poleg pH
vrednosti pa je mocno odvisna tudi od temperature in koncentracije alkohola. Molekularna
oblika SO, izredno hitro reagira z H,O», ki nastane pri oksidaciji fenolnih spojin (KoSmerl,
2000).

b.) Bisulfitna oblika Zveplovega dioksida (HSO") je glavna oblika pri pH od 1,86 do 7,18
in je prevladujoca oblika v mostu in vinu. Bisulfitna oblika SO, reagira s karbonilnimi
spojinami, ki nastanejo med alkoholnofermentacijo: acetaldehidom in keto kislinami ter
oksidiranimi fenolnimi spojinami, antociani, glukozo in askorbinsko kislino. Ti produkti
(o-hidroksi sulfonati) vplivajo na vezano obliko SO, in so mikrobiolo§ko in kemijsko
stabilni. V okviru SO, odpade na bisulfitno obliko najvecji delez. Pozitiven vidik vezave
bisulfitne oblike zlasti z acetaldehidom kot glavnim porabnikom, ki je produkt reakcij
oksidacije mladega vina ali staranja, je senzori¢en (predvsem bela vina). Druga prednost
vezave zvepla je pri porjavenju, kjer pride do tvorbe rjavih pigmentov iz oksidiranih
fenolnih spojin zaradi encimskih oksidacij v mostu oziroma kemijskih oksidacij v vinu; v
obeh primerih oksidacij pride do izgube prostega zveplovega dioksida (Kosmerl, 2000).

c¢.) Sulfitna oblika zveplovega dioksida (SO’;) pa je prevladujoca oblika pri pH nad 7,18.
Deluje kot antioksidant (preprecuje oksidacijo drugih snovi v mostu ali vinu), Ceprav je
prisotna v zelo majhnih koncentracijah. Reakcija sulfitnega iona s kisikom je relativno
hitra; upocasni oksidacijo fenolnih spojin v kinone, tvorbo acetaldehida in rjavih
pigmentov (Kos$merl, 2000).

S kletarskega staliS¢a je najpomembnejsi podatek o prostem Zveplu, zlasti njegov delez, ki
je potreben za vzdrzevanje zelene koncentracije 0,825 mg molekularnega SO,/L, ki
zagotavlja kemijsko in mikrobiolosko stabilnost vina. Koncentracija 35-50 mg dodanega
zveplovega dioksida/L. v most je zadostna in ustrezna, da se zmanjSa oksidacijska aktivnost
encimov zdravega grozdja za najmanj 90 %. Najpogosteje se uporabljajo za zveplanje
zveplo v obliki 5-6 % vodne raztopine SO, in H,SOs, preostali obliki pa sta Se: plinasti
SO, in kalijev metabisulfit. Izgube skupnega zveplovega dioksida (predvsem prostega
zveplovega dioksida) v stekleni¢enem vinu so posledica fizikalno-kemijskih reakcij, ki so
izhlapevanje in izmenjava plinov (kisika) skozi zamaSek, oksidacija sulfita s kisikom,
tvorba moc¢nih vezi med zveplom in porabniki (kinoni) ter pocasna oksidacija sulfita s
predhodno oksidiranimi fenolnimi spojinami ob tvorbi sulfata (Kosmerl, 2000). Zakonsko
so omejene vsebnosti zveplovega dioksida v vinih (Pravilnik o pogojih..., 2004).
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2.2.4 Vitamin C (L-askorbinska kislina)

Askorbinska kislina (L-AK) z molekulsko formulo C¢HgOg in relativno molekulsko maso
176,13 g/mol nastane v reakcijah biosinteze iz glukoze. Je v vodi topna, opticno aktivna
bela kristalini¢na snov in je mocan reducent (Kuellmer, 1999). Kemijsko je askorbinska
kislina lakton 2-keto-L-gulonske kisline. Moc¢no izrazene kisle lastnosti kazeta enolni
hidroksilni skupini, vezani na C-2 in C-3 atomu, kar lahko ugotovimo iz strukture L-
askorbinske kisline (slika 5) (Rudan-Tasi¢, 2000):

HO CH>OH

O
—O

HO OH

Slika 5: Struktura L-askorbinske kisline (Rudan-Tasic¢, 2000: 40)

Najvaznejsa kemijska lastnost vitamina C je reverzibilni oksidacijsko-redukcijski proces
med L-askorbinsko in L-dehidroaskorbinsko kislino. Ugotovljeno je, da je prav ta redoksni
sistem osnova primarne fizioloSke aktivnosti vitamina C in da je odgovoren za mnoge
biokemijske reakcije v rastlinskem in Zivalskem organizmu. Zaradi antioksidativnih
lastnosti je vitamin C v Zivilski industriji vsestransko uporaben, predvsem kot konzervans,
ki ohranja barvo, aromo in teksturo proizvodov ter izboljSa splosno obstojnost
prehrambenih izdelkov (Rudan-Tasi¢, 2000). V vinarstvu se uporablja kot enolosko
sredstvo za za$cito pred oksidacijo v prosti obliki ali v obliki njenih soli. V vinu je tudi
naravno prisotna v koncentracijah do 2 mg/L. Pri njeni oksidaciji v 2,4-dehidroaskorbinsko
kislino nastane H,O,, ki pospesuje nadaljno oksidacijo etanola v acetaldehid (Plahuta,
2004).
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2.2.5 Oksidacija in antioksidativna sposobnost fenolov

Sorte grozdja izkazujejo razlicno obcutljivost za oksidacijo in posledi¢no porjavenje. Vsaj
delno to lahko razlozimo z razli€no koncentracijo fenolnih spojin, njihovo sestavo in
obnasanjem v prisotnosti kisika ter encimov polifenoloksidaz, odgovornih za porjavenje
vina. Posebno so zanimive reakcije fenolov in kisika v rde¢ih vinih. Ze v mostu se zaéne
encimska oksidacija kaftarne kisline v kinone pod vplivom encimov polifenoloksidaz, ki
pretezno izhajajo iz grozdja. Aktivnost polifenoloksidaz se med fermentacijo zmanjsa, saj
se vezejo na dele grozdne jagode. VeZzejo jih tanini in nastali kinoni ter jih tako
inaktivirajo. Zato se po stiskanju nadaljuje predvsem neencimska oksidacija
(avtooksidacija) fenolnih snovi, kjer se fenoli spreminjajo v kinone. Pri tem se iz kisika
tvori vodikov peroksid, ta pa oksidira razpolozljiv etanol v acetaldehid. Kinoni se nadalje
vezejo z drugimi fenoli in pospeSujejo polimerizacijo fenolov, hkrati pa s
prestrukturiranjem tvorijo oblike fenolov, ki lahko nadalje reagirajo s kisikom in tvorijo Se
ve¢ vodikovega peroksida ter posledicno preko etanola Se vec acetaldehida. Tako lahko
potrdimo, da imajo rdeca vina sposobnost porabe (asimilacije) kisika, saj fenolne snovi
delujejo kot antioksidanti in vezejo kisik. Bela vina so bolj izpostavljena oksidativnim
porjavitvam, saj vsebujejo manj barvnih snovi in tudi manj antioksidantov. Prav tako kot
pri rdecih se kaftarna kislina pod vplivom polifenoloksidaz oksidira v kinon, ta pa se
nadalje veze z glutationom, kar omeji obseg porjavitve. Ko se zmanjSa aktivnost
polifenoloksidaz, se zacne oksidacija in kondenzacija razpolozljivih flavan-3-olov
(predvsem katehina in epikatehina). Tako trdimo, da so flavan-3-oli odgovorni za
porjavitev belih vin (Bavcar, 2006).

Zaradi majhnega redoks potenciala so flavonoidi sposobni reducirati proste radikale z
vecjim redoks potencialom, kot so superoksidni, alkoksilni, peroksilni in hidroksilni
radikali (Musialik in sod., 2008). Cim vegji negativni redukcijski potencial ima spojina,
tem lazje bo oddala elektrone spojini z manj negativnim ali pozitivnim redukcijskim
potencialom in se pri tem sama oksidirala. Ceprav je redukcijski potencial odlogilni
dejavnik pri tem, kako bo neka spojina uc¢inkovala kot antioksidant, se je pokazalo, da k
celotni uc¢inkovitosti prispevajo tudi druge fizikalno-kemijske znacilnosti (npr. hidrofilnost
oz. lipofilnost antioksidantov) (Abram in sod., 2010). Prav tako je ucinkovitost
antioksidantov tem vecja, ¢im manjsa je jakost vezi A-H (Abram, 2000). Njihov ucinek pa
je odvisen tudi od strukture fenolnih spojin. Pri fenolnih kislinah se antioksidativna
ucinkovitost veca s Stevilom hidroksilnih skupin na benzenovem obrocu in se zmanjsa, e
hidroksilno skupino na tretjem in petem C-atomu v benzenovem obro¢u nadomesti
metoksilna skupina. Hidroksicimetne kisline kazejo v primerjavi s hidroksibenzojskimi
kislinami ve¢ji antioksidativni ucinek. Pri flavonoidih je povezava med antioksidativnim
uc¢inkom in njihovo strukturo bolj zapletena. Antioksidativno ucinkovitost flavonoidov
poveca Stevilo hidroksilnih skupin na B-obro¢u v molekuli, dvojna vez med drugim in
tretjim ogljikovim atomom, konjugirana s 4-okso skupino v C-obroCu, prisotnost
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hidroksilne skupine na tretjem ogljikovem atomu v C-obrocu ter stopnja polimerizacije
(Abramovi¢ in sod., 2008) kot prikazuje tudi naslednja slika (slika 6):

Slika 6: Strukturne znacilnosti flavonoidov, ki vplivajo na maksimalno antioksidativno aktivnost (1:
hidroksilni skupini na B-obro¢u; 2: dvojna vez konjugirana s 4-okso skupino v C-obroc¢u; 3: hidroksilni
skupini na C- in A-obroc¢u v kombinaciji s 4-okso skupino v C-obroc¢u) (De Beer in sod., 2002: 54).

2.2.6 Dolocanje antioksidantov v vinih

2.2.6.1 Dolocanje skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v snovi (npr. vinu) dolocamo s Folin-Ciocalteujevo
metodo, ki temelji na tvorbi modro obarvanega kompleksa fenolnih spojin s Folin-
Ciocalteujevim (FC) reagentom (Abram in sod., 2010). FC reagent je raztopina
polimernega ionskega kompleksa iz fosfomolibdenskih in fosfovolframovih kislin. Pri
reakciji med fenolnimi spojinami in FC reagentom pride do oksidacije fenolatov, pri
¢emer zaradi redukcije heteropolnih kislin nastane moder kompleks oz. kromogen, ki ima
absorpcijski maksimum pri 765 nm. Ker so fenolati prisotni le v bazi¢nem mediju, FC
reagent in nastali produkti pa so v takih pogojih nestabilni, izvajamo reakcijo pri Sibko
bazi¢nih pogojih in z veliko koncentracijo reagenta (Roginsky in Lissi, 2005; Prior in sod.,
2005; Karadag in sod., 2009). Vsebnost omenjenega kompleksa dolo¢imo
spektrofotometricno: izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 765 nm (A76s). Vecja
absorbanca pomeni vecjo koncentracijo fenolnih spojin. Umeritveno krivuljo pripravimo z
reakcijo FC reagenta z izbrano Cisto fenolno spojino. Graf odvisnosti A7es od
koncentracije fenolne spojine omogoci, da iz izmerjene vrednosti A7¢s od¢itamo vrednost
koncentracije skupnih fenolnih spojin v doloceni snovi (Abram in sod., 2010). Obicajno se
umeritvena krivulja pripravlja z galno kislino in rezultati se nato izrazijo kot mg GAE/L
(Villano in sod., 2004; Kosmerl in Cigic, 2008).
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Posamezne fenolne snovi imajo razlicen odziv na to metodo. Signal je proporcionalen
Stevilu hidroksilnih skupin na aromatskem obro¢u.Redukcijska sposobnost je boljsa, ko sta
dve hidroksilni skupini v orto- ali para-polozaju (Katalini¢ in sod., 2004).

Slabost te metode je, da lahko dolo¢imo vec fenolnih spojin, kot jih dejansko je, saj FC
reagent ni specifi¢en in lahko poleg fenolnih spojin reagira tudi z ogljikovimi hidrati,
karotenoidi, aminokislinami, vitaminom C itd. (Prior in sod., 2005) ter, da lahko prisotnost
zveplovega dioksida vpliva na rezultate doloCanja skupnih fenolnih spojin v vinih. Stratil
in sodelavci(2008) porocajo, da naj bi 100 mg SO,/L povzrocilo dvig absorbance za 0,050
za bela vina inza 0,006 za rdefa vina. Tako naj bi 100 mg SO,/L povecalodoloceno
koncentracijo skupnih polifenolov za nekaj odstotkov.

2.2.6.2 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v UV spektru

Fenolne spojine lahko spektrofotometri¢no dolo¢imo z merjenjem absorbance pri valovni
dolzini 280 nm, saj absorbirajo ultarvijolicno svetlobo. Problem te metode je, da
posamezni fenoli razlicno absorbirajo (imajo razlicen ekstinkcijski koeficient) pri 280 nm,
zato se rezultati ne morejo izraziti glede na dolocCen standard, ampak se podajo kar v
absorban¢nih enotah ob upostevanju razredCitvenega faktorja. Prednost te metode je, da je
zelo preprosta za uporabo in hitra, vkljucuje lahko le filtracijo in red¢enje. Zelo uporabna
je za spremljanje vsebnosti polifenolov v vinih med samim procesom pridelave (npr.
fermentacije) ali za primerjanje podobnih vin med seboj (npr. vina iste sorte grozdja iz
razli¢nih vinogradov ali istega vinograda vendar razli¢nih letnikov) (Waterhouse, 2002).

2.2.6.3 Dolocanje antioksidativnega potenciala z ABTS™ radikalom

Ena izmed najpogosteje uporabljenih metod je indirektna metoda dolocanja
antioksidativnega potenciala z ABTS™ radikalom (Roginsky in Lissi, 2005).

Radikal ABTS™ je hkrati kation in kromofor (Rice-Evans in Miller, 1997), ki ima
karakteristicen absorpcijski spekter z maksimumi pri valovnih dolzinah 414, 645, 734 in
815 nm (v literaturi je ve€ina poskusov opravljenih pri valovni dolzini 414 nm). Radikal
lahko pridobimo iz ABTS (2,2'-azobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) na razlicne
nacine, in sicer encimsko s peroksidazo; kemijsko z MnQO,, kalijevim persulfatom ali
peroksidnimi radikali; ter elektrokemijsko (Villano in sod., 2004).

V odsotnosti fenolnih snovi je ABTS™ radikal precej stabilen, v prisotnosti donorja
vodikovega atoma (fenoli) pa hitro reagira in postane brezbarven (Roginsky in Lissi,
2005). Zmanjsanje absorbance radikala je proporcionalno koncentraciji in aktivnosti
antioksidanta v analiziranem vzorcu (Fernandez-Pachén in sod., 2006). Radikal ABTS™ je
topen v vodnih in organskih topilih in se lahko uporablja za dolocanje antioksidativne
aktivnosti tako hidrofilnih kot lipofilnih antioksidantov (Arnao, 2000). ABTS metodo sta
preizkusila tudi Rice-Evans in Miller (1997), ko sta Zelela povezati antioksidativno
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sposobnost nekega flavonoida z njegovo strukturo. S to metodo sta definirala sposobnost
antioksidantov, da polovijo radikale, v primerjavi s tisto, ki jo ima Trolox (vodotopni
analog vitamina E). Vsebnost antioksidantov v nekem vzorcu tako izrazimo kot Trolox
ekvivalente TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Ce je v vzorcu koncentracija
antioksidantov, ki ima enak ucinek kot 1 mM Trolox, ima vzorec 1 TEAC. Za vedji
oziroma manjsi antioksidativni ucinek, je doloc¢ena TEAC vrednost ustrezno vecja ali
manj$a (Abram, 2000).

Trolox je strukturno podoben a-tokoferolu, vendar je brez hidrofobnega repa, zaradi cesar
je topen v polarnih medijih. V razlicnih S$tudijah se je izkazalo, da ima enako
antioksidativno sposobnost kot a-tokoferol (Yettella in Min, 2010) in zaradi tega se je tudi
uveljavil kot primerjalni antioksidant pri metodah kot sta npr. ABTS metoda in DPPH
metoda.

Prednost ABTS metode je predvsem njena preprosta uporaba in moznost za rutinske
analize v vsakem laboratoriju. Slabost metode je, da podaja sposobnost spojin za reakcijo z
ABTS™, saj reagira z OH skupinami v aromatski spojini, ne glede na to, ali te prispevajo
k antioksidativni aktivnosti ali ne (Roginsky in Lissi, 2005).

2.2.6.4 Dolocanje antioksidantov s tekocCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HPLC)

HPLC je kromatografska metoda, ki se uporablja tudi za detekcijo posameznih
antioksidantov, kot so polifenoli (antocianidini, flavonoli,...), tokoferoli, karotenoidi,
vitamini (Tasioula-Margari in Okogeri, 2001). Prav tako pa se uporablja za analizo
aminokislin, zdravil, pesticidov, rastlinskih in zivalskih hormonov, vitaminov, barvil ter
locbo kompleksnih zmesi makromolekul, kot so proteini, polisaharidi itd. (Martin-
Hernandez in Juarez, 1993; Vidovic in sod., 2008).

HPLC splosno predstavlja eno izmed najbolj razsirjenih in zanesljivih tehnik za analizo
fenolnih spojin. Sistem HPLC ima razlicne detektorje, kot so UV-VIS, fluorescenéni,
masno-spektrometricni (MS) in drugi. Za detekcijo antioksidantov se najveckrat uporablja
UV-VIS detektor (Vidovic in sod., 2008). Razli¢ni avtorji navajajo razlicne valovne
dolzine za detekcijo antioksidantov (npr. askorbinske kisline), in sicer od 245 do 254 nm
(Vidovic in sod., 2008; Nojavan in sod., 2008). Za detekcijo posameznih polifenolov se
uporablja tudi detektor z diodno matriko (Tasioula-Margari in Okogeri, 2001). Ker se
polifenolne substance obi¢ajno nahajajo v rastlinah kot kompleksne zmesi, so v splosnem
potrebne sklopljene tehnike. V te namene se uspesno uporabljajo HPLC-MS/MS analize
(Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Tehnika temelji na locbi komponent v vzorcu na osnovi razli¢nih fizikalno-kemijskih
interakcij med mobilno in stacionarno fazo pod visokim tlakom (do 400 barov) (Jeong in
sod., 2008). Locujemo snovi na osnovi adsorpcije, porazdelitve, ionske izmenjave,
velikosti in bioloske afinitete (Kregar, 1996). Glede na lastnost spojine, kot je polarnost in
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s tem povezana topnost, se izbere mobilno in stacionarno fazo. Pri locevanju fenolnih
spojin se uporablja tako imenovana reverznofazna HPLC (teko¢a polarna mobilna faza in
nepolarna trdna stacionarna faza). Mobilna faza se dovaja na zaCetek kolone, teCe po
koloni, z njo pa tudi raztopljene snovi, ki so predhodno nanesene na zacetek stacionarne
faze, z razlicno hitrostjo in loceno iztekajo iz kolone. Topljenec se porazdeli med obema
fazama zaradi razli¢ne topnosti (polarnost) v stacionarni in mobilni fazi. Razli¢ni topljenci
se med seboj locijo, ker potujejo z razli¢no hitrostjo zaradi razlicno moc¢nih vezi med
topljencem in stacionarno oz. mobilno fazo (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007), kar pa se na
kromatogramu pokaZze kot razlicni retencijski casi, ki so karakteristicni za vsako
komponento v vzorcu (Jeong in sod., 2008). Detektor kontinuirno zaznava posamezne
komponente pri prehodu skozi kolono in rekorder zapisuje dobljene rezultate v obliki
vrhov (Martin-Hernandez in Juarez, 1993). Rezultat kromatografskega eksperimenta je
kromatogram, ki nam daje informacijo o: sestavi vzorca (Stevilo vrhov), kvalitativni sestavi
vzorca (polozaj vrhov), koli¢ini posamezne komponente v vzorcu (povrSinavrhov) in
kvaliteti kolone (Stevilo teoretskih podov) (ProSek in Golc Wondra, 1997).

2.2.6.5 Dolo¢anje antioksidativnega potenciala z DPPH" radikalom

Metodo s prostim radikalom DPPH’ je predstavil Marsden Blois na Stanford Univerzi, ki je
kot modelni antioksidant uporabil cistein in je ena izmed najstarejSih indirektnih metod za
dolocanje antioksidativne aktivnosti (Molyneux, 2004; Kedare in Singh, 2011). Metoda
temelji na reakciji med stabilnim prostim radikalom DPPH’ in donorji vodika in elektrona
(npr. fenoli) (Brand-Williams in sod., 1995, Abram in sod., 2010). Torej metoda DPPH,
kot tudi ABTS metoda, vkljuCuje oba mehanizma delovanja PAH (prenos H atoma;
angleSsko HAT-hydrogen atom transfer) in PE (prenos elektrona; angleSko ET-electron
transfer) (Prior in sod., 2005; Musialik in sod., 2008; Karadag in sod., 2009). Je hitra,
enostavna, poceni in pogosto uporabljena metoda za dolocanje antioksidativne aktivnosti
posameznih spojin in njihovih zmesi. Gre za spektrofotometricno merjenje spremembe
koncentracije DPPH’. Zmanj$anje koncentracije DPPH’ je posledica reakcije med
radikalom DPPH’ in antioksidantom. Koli¢ina preostalega DPPH’ v prou¢evanem sistemu
je merilo za antioksidativno aktivnost dolocene spojine (Kedare in Singh, 2011).
Koncentracijo preostalega DPPH’ radikala se dolo¢i spektrofotometri¢no ali z elektronsko
spinsko resonanco (Magalhaes in sod., 2008; Roginsky in Lissi, 2005).

Za razliko od ABTS™, DPPH’ ne reagira z nekaterimi flavonoidi in aromatskimi kislinami,
ki ne vsebujejo -OH skupin na obrocu B oziroma imajo samo eno -OH skupino (Roginsky
in Lissi, 2005).

Molekula DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilen prosti radikal, ki zaradi
delokalizacije prostega elektrona okoli molekule, le-ta ne tvori dimer, kot bi se zgodilo z
vecino drugih radikalov. Delokalizacija povzroc¢i tudi moc¢no vijolicno barvo raztopine
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DPPH’ v etanolu oziroma v metanolu. Absorbcijski maksimum je pri valovnih dolzinah
priblizno 520 nm. Ko zme$amo raztopino DPPH’ s snovjo, ki lahko odda vodikov atom, se
tvori reducirana oblika molekule difenilpikrilhidrazin (DPPH,) in vijoli¢na barva raztopine
se pretvori v bledo svetlo rumeno barvo, ki ostane zaradi prisotnosti pikrilne skupine. V
slede¢i enacbi je prikazan primer reakcije antioksidanta z DPPH™ (Molyneux, 2004; Kedare
in Singh, 2011).

DPPH' + AH <> DPPH, + A ...(10)

Slika 7: Strukturna formula difenilpikrilhidrazila (DPPH’) (levo) in strukturna formula difenilpikrilhidrazina
(DPPH,, reducirana oblika) (desno) (Molyneux, 2004: 212)

Ce molekula DPPH" reagira z eno molekulo antioksidanta, je stehiometriéno razmerje
reakcije 1:1. Ko pa ima antioksidant, s katerim reagira radikal DPPH’, dve vezalni mesti,
kot je na primer askorbinska kislina ali a-tokoferol, pa je stehiometri¢no razmerje reakcije
med radikalom DPPH’ in antioksidantom 2:1. Se pravi, da ena molekula antioksidanta
reducira dve molekuli radikala DPPH’, kot prikazujeta naslednji enacbi (Molyneux, 2004) :

OH OH OH O
I

|
DPPH*+ R—C=C—R' =DPPH; + R—C=C—R’

OH :lr {Ij r.”1
DPPH + R—C=C—R'=DPPH; + R—C—C—R'
.11

Dolocanje antioksidativne aktivnosti se obiCajno izvaja v organskih topilih, predvsem v
metanolu ali etanolu s spektrofotometricnim merjenjem absorbance pri 515-528 nm
(Magalhdes in sod., 2008) in je primerno za dolocanje tako hidrofilnih kot lipofilnih
antioksidantov (Prior in sod., 2005). Koncentracijo DPPH" izberemo v obmo&ju med 50
in100 uM zato, da so absorbance referencne raztopine manjse od 1,0. pH reakcijske
meSanice naj bi bil v obmoc¢ju med 5,0 in 6,5 (Molyneux, 2004; Kedare in Singh, 2011),
vendar pa se s pH po vecini ne ukvarjajo in njegov pomen Se ni povsem jasen
(Dawidowicz in sod., 2012; Karadag in sod., 2009). Reakcijski ¢as metode naj bi bil
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30 min (Kim in sod., 2002; Molyneux, 2004), vendar so nekateri avtorji uporabljali tudi
krajsi Cas, in sicer 5 in 10 min (Lebeau in sod., 2000; Schwarz in sod., 2001). Zopet drugi
so prepricani, da je najbolje slediti reakciji do nekega ravnoteznega stanja (Yepez in sod.,
2002; Lu in Foo, 2000).

Mnozino zreagiranega DPPH’ v vzorcu lahko enostavno izraunamo iz Beer-
Lambertovega zakona (Molyneux, 2004):

AA = €*Ac*]; npppH2 = €* Vreakcijske zmesi ..(12)

AA ustreza razliki absorbance med referen¢no raztopino, kateri je dodan samo DPPH in
raztopino, kjer je poleg DPPH’ $e antioksidant, ¢ je molarni ekstinkcijski koeficient DPPH’
pri 515 nm, ¢ je koncentracija nastalega DPPH,, 1 je dolzina poti svetlobe skozi vzorec.
Vrednost € v metanolu ali etanolu pri 517 nm je v literaturi navedena med 11600 in
12500 L/(mol*cm) (Molyneux, 2004).

Za interpretiranje rezultatov meritev je poznan parameter, tako imenovan ECsg (tudi ICsp)
ali koncentracija uc¢inkovitosti, ki je definirana kot koncentracija antioksidanta, potrebna za
redukcijo 50 % prvotne koncentracije radikala DPPH™ oziroma njegove barve
(absorbance). Vecja kot je antioksidativna aktivnost dolocenega antioksidanta, manjsa je
vrednost ECsy (Kedare in Singh, 2011). Ta parameter je predstavil Brand-Williams s
sodelavci (Brand-Williams in sod., 1995) in se pogosto pojavlja v literaturi (Kim in sod.,
2002; Lebeau in sod., 2000; Lu in Foo, 2000). Cas, potreben, da se DPPH" reducira do
vrednosti ECsy, se imenuje TECso. Antioksidativha ucinkovitost naj bi tako bila
kombinacija omenjenih dveh parametrov, ECsy in TECsy (Villafio in sod., 2006). Drug
nacin podajanja podatkov je, da se izracuna razmerje med mnozino DPPH’, ki zreagira z
ustrezno mnozino doloCenega antioksidanta. Antioksidanti z vecjim razmerjem
DPPH /antioksidant, so bolj u¢inkoviti (Molyneux, 2004). Antioksidativno u¢inkovitost pa
lahko izrazimo tudi kot TE (Trolox ekvivalenti) indeks, kjer antioksidativno ucinkovitost
analiziranih fenolnih raztopin primerjamo s standardnim antioksidantom Troloxom (Abram
in sod., 2010; Villafo in sod., 2006; Roginsky in Lissi, 2005; Karadag in sod., 2009).
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2.2.6.5.1 Kineti¢ni vpliv na merjenje antioksidativnega potenciala z radikalom DPPH’

Kinetiko reakcije antioksidantov z radikalom DPPH’ povezujejo z dvema mehanizmoma
delovanja antioksidantov, in sicer na podlagi prenosa vodikovega atoma in na podlagi
prenosa elektrona. PHA reakcije temeljijo na sposobnosti antioksidanta, da donira H atom
prostemu radikalu in ga tako inaktivira. Pri PE reakcijah pa antioksidant stabilizira DPPH
radikal tako, da donira elektron. Reaktivnost PE reakcij temelji na deprotonaciji in
ionozacijskem potencialu reaktivne funkcionalne spojine. So pocasnejse od PHA reakcij in
so odvisne od pH topila. Z naras¢ujo¢im pH se namre¢ ionizacijski potencial manjsa,
kapaciteta prenosa elektrona se pa z deprotonacijo veca. PE reakcije so odvisne od pH
topila (Prior in sod., 2005; Pérez-Jiménez in Saura-Calixto, 2006; Musialik in sod., 2008).
V nepolarnih topilih oziroma topilih, ki ne podpirajo ionizacije potekajo pretezno PHA
reakcije (dioksan, heksan..), v polarnih topilih, ki podpirajo ionizacijo pa lahko potekajo
tako PHA kot PE reakcije (alkoholi, voda). Zaradi tega reakcije antioksidantov z DPPH'v
polarnih topilih potekajo mnogokrat hitreje kot v nepolarnih. Na kinetiko reakcije radikala
DPPH’ s fenolom vpliva ve¢ dejavnikov, in sicer kislost fenolnih -OH skupin, polarnost
medija, ionizacijski potencial fenolnih anionov, sposobnost fenola donirati vodikovo vez
in sposobnost topila sprejeti vodikovo vez (Musialik in sod., 2008).

DoloCevanje antioksidativnega potenciala z radikalom DPPH’ je relativno hitra metoda.
Nekateri antioksidanti, kot npr. askorbinska kislina, reagirajo zelo hitro z radikalom DPPH’
in ravnotezje (ko je absorbanca konstantna) se vzpostavi v nekaj sekundah. Drugi
antioksidanti pa reagirajo zelo pocasi in za vzpostavitev ravnotezja je potrebno ve¢ ur
(Brand-Williams in sod., 1995). Nekateri avtorjidelijo antioksidante glede na kineticno
obnasanje na: hitre (<5 min), srednje hitre (5-30 min) in pocasne antioksidante (>30 min)
(Huang in sod., 2005; Brand-Williams in sod., 1995).

Pri proucevanju kineticnega vpliva na doloCen AOP v etanolni raztopini z radikalom
DPPH" se je ugotovilo, da polifenoli in vina kaZejo relativno pocasno kinetiko.
NajpocasnejSo so dolocili pri cianidinu (antocianin), ki je v dveh urah, kar je dolgo za to
vrsto metode, reduciral manj kot 75 % radikala DPPH’. Nekoliko hitrej$o kinetiko so
prikazali pri flavonolih, kot sta (+)-katehin in (-)-epikatehin, ki sta v dveh urah reducirala
manj kot 90 % radikala DPPH. Vsa tri analizirana vina sort cabernet sauvignon, modri
pinot in modra frankinja pa so kazala zelo podobno kinetiko, ki pa je bila prav tako
relativno pocasna. Le priblizno 80 % radikala DPPH" se je reduciralo po dveh urah
(Kosmerl in Cigi¢, 2008).

Za protokatehujsko kislino in njene derivate so ugotovili, da je hitrost reakcije in dolocena
antioksidativna uc¢inkovitost precej vecja v bolj polarnih topilih, kot sta metanol in etanol,
kot pa v manj polarnem acetonu (Saito in sod., 2004).

Kurkumin in nekateri drugi izbrani antioksidanti reagirajo za Stiri velikostne razrede
(10000-krat) hitreje v metanolu in etanolu, kot pa v manj polarnih etil acetatu in dioksanu.
Po dodatku ocetne kisline v alkoholne raztopine, ki je rezultirala v protonaciji fenolov, je
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bila hitrost reakcije v metanolu in etanolu prakticno enaka hitrosti reakcije v etil acetatu in
dioksanu (Litwinienko in Ingold, 2004).

Dodatek vode v organsko topilo Se dodatno poveca reakcijsko hitrost DPPH’ s troloxom
(Musialik in sod., 2008).

V mesanici vode in etanola (1:1) so ugotovili, da pri visjem pH poteka reakcija med
DPPH’ in troloxom hitreje (Friaa in Brault, 2006).

Z elektronsko spinsko resonanco so ugotovili, da so reakcije med DPPH’ in antioksidanti,
kot so trolox, a-tokoferol, askorbinska kislina in galna kislina, hitrejSe v meSanici vode in
etanola kot pa v Cistem alkoholu. Proucevali so prav tako vpliv vode v reakcijski zmesi
voda/etanol na potek reakcije z radikalom DPPH'. Ugotovili so, da prisotnost 50 % vode v
zmesi ugodno vpliva na lipofilne in hidrofilne antioksidante in njihovo reakcijo z
radikalom DPPH" ter, da se z velanjem vsebnosti vode v reakcijski zmesiveda
antioksidativna aktivnost. Z vsebnostjo vode nad 60 % se radikal DPPH obori, kar pa ni
veC sprejemljivo za doloCanje antioksidativne aktivnost antioksidantov (Stasko in sod.,
2007).

Sharma in Bhat(2009) sta v svoji Studiji prikazala vpliv topila in pH reakcijske zmesi na
DPPH metodo. Preizkus sta izvedla s tremi razlicnimi antioksidanti, in sicer z askorbinsko
kislino, BHT in propil galatom. Kot topilo sta uporabila metanol in meSanico metanola z
0,1 M acetatnim pufrom pH 5,5. Vzorce sta inkubirala v temi, pri temperaturi 30 °C.
Uporabila sta 50 uM raztopino DPPH" v metanolu in po 30 minutah inkubacije izmerila
absorbanco vzorcev pri 517 nm. Najvecji vpliv topila sta dolocila pri BHT, ki je imel po
30 min vec¢jo antioksidativno uinkovitost v meSanici metanola z acetatom kot v samem
metanolu. Reakcija BHT z radikalom DPPH’ je potekala najdlje, in sicer po 90 minutah Se
vedno ni bila zakljuena. Na podlagi dobljenih rezultatov sta pripisala velik vpliv pH
reakcijske zmesi, vrsti topila in Casu, po katerem merimo antioksidativho uc¢inkovitost
antioksidantov z radikalom DPPH’, kot tudi njegovi ob&utljivosti na svetlobo in omejenosti
glede topnosti (Sharma in Bhat, 2009).

Bartasiute in sodelavci(2007) so za namen dolocitve antioksidantov po kromatografski
logbi uporabili DPPH’ v citratnem pufru pH 7,4. Studija je pokazala, da je reakcija med
kavno kislino in prostim radikalom DPPH'potece hitreje kot v 2 sekundah v meSanici
metanola in vodnega pufra, medtem ko je hitrost v Cistem metanolu manjsa. Enake
rezultate so dolocili tudi pri izoevgenolu. Torej reakcije so potekale hitreje v mediju s
prisotno vodo kot v ¢istem metanolu.

Dawidowicz in sod. so prisli do rezultatov, da v topilih, kot so etil acetat, dioksan in
kloroform, reakcija med BHT in radikalom DPPH poteka po¢asneje kot v metanolu. Vpliv
prisotnosti H;O" ionov pa je odvisen predvsem od koncentracije, nateloma se z
nara3¢ajo¢o koncentracijooksonijevih ionov reakcija med DPPH™ in BHT upocasnjuje,
vendar pa so rezultati pokazali, da se z dvigom pH nad 4,15 reakcija pospesi. Hitrost
reakcije med DPPH" in BHT se poveca tudi po dodatku vode do 5 % deleza v testno
raztopino (Dawidowicz in sod., 2012).
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Kljub velikemu Stevilu raziskav, iz katerih je razvidno, da ima sestava topila velik vpliv na
dolo¢eno antioksidativno aktivnost z DPPH’, prakticno ni narejenih S$tudij, kjer bi
analizirali vpliv meSanice razlicnih pufrov in alkoholov na doloceno antioksidativno
aktivnost modelnih antioksidantov in meSanic polifenolnih antioksidantov v realnih
vzorcih.

2.3 POMEMBNE SORTNE ZNACILNOSTI IZBRANIH VZORCEV VIN

2.3.1 Malvazija

Bela sorta vinske trte (Vitis vinifera) (ime izhaja iz njene domovine Male Azije) je najbolj
razsirjena v Italiji, Ceprav raste tudi v Spaniji, na Portugalskem, v Avstriji, Nem¢iji in v
drzavah na podroc¢ju nekdanje Jugoslavije. Lahko daje velik pridelek, primerna je za zvrsti,
sortna vina in vina posebne kakovosti (desertno vino). Ceprav je precej nagnjena k
oksidaciji, lahko z ustreznimi vinogradniSkimi in enotehnoloskimi postopki zagotovimo
odli¢na, sveza, mlada vina (Plahuta, 2004). Vino je slamnato rumene barve z zelenimi
odsevi. Ima suh, svez, zaokrozen okus in vonj po marelicah, breskvah, eksoticnem sadju in

belem popru (Nemanic, 1996).

2.3.2 Laski rizling

Bela sorta vinske trte (Vitis vinifera), ki jo v velikih koli¢inah gojijo v Italiji, srednji in
vzhodni Evropi (Plahuta, 2004). Oznacujejo jo kot nepravi rizling (Nemanic, 1996). Izvira
iz Francije, kjer ni priljubljena. Ob primerni tehnologiji daje odli¢na osvezujoca vina, ki
zlasti v drugem letu in kasneje dobijo znacilno aromo. Je pozno dozorevajoca sorta, ki
obilno rodi. Most ima od 16 do 22 % sladkorja in 6 do 12 g/L skupnih kislin.V Sloveniji ga
gojijo v vseh vinorodnih deZelah in je najbolj razsirjena sorta na Slovenskem (Plahuta,
2004). Pri mladih kakovostnih vinih so barve od rumenkasto, zelenkaste do zlato rumene
in zlate pri vinih posebne kakovosti, pridelanih iz prezrelega grozdja (pozna trgatev, ledeno
vino, suhi jagodni izbor...). Pri slabs$ih letnikih se pojavlja enostaven vonj, pri boljsih pa
sestavljen vonj iz Sopka vonjav, kjer najdemo vonj po limoni, po dozorevajocih jabolkih in
po razlicnem cvetju. V zrelih vinih pa se nezni cvetli¢ni in sadni vonji spremenijo v
plemenite vonjave, ki nas spominjajo na vonje po suhem listju, ¢ajih, marelici ali breskvi, v
mladih vinih posebne kakovosti na mandarine, pomarance, pri arhivskih vinih pa na orehe,
suhe fige in podobno. Ta sorta ni znana po visokih skupnih kislinah, zato daje to vino
nevtralen, toda uravnotezen okus, ki daje vtis lahkosti, zivahnosti, toda po pozirku kmalu
izgine (Nemanic, 1996).
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2.3.3 Rumeni mus$kat

Obstaja skoraj 200 sort grozdja muskat, ¢eprav so pomembnejSe Stiri sorte. [z grozdja
muskat so odlicna peneca vina, desertna vina, suha mirna vina itd. (Plahuta, 2004). Velja
za najstarejSo sorto, kar jih pozna ¢lovestvo. Prihaja iz Male Azije (Nemanic, 1996). Gojijo
ga v Spaniji, Italiji, JAR itd. V Sloveniji najve¢ gojimo prednika muscat blanc & petits
grains — rumeni muskat, ki daje odli¢na vina predvsem v vinorodnem okoliSu Bela krajina,
Stajerska Slovenija in Slovenska Istra (Plahuta, 2004; Nemani¢, 1996). Sorta zahteva
odli¢ne lege, kamnita ali peScena zracna tla z manj apna. Tezka tla in vetrovna lega ji ne
ustrezajo (Nemanic, 1996). Dozoreva pozno, nekateri kloni tudi zgodaj, most dosega 20-24
% sladkorja. Daje izredno aromati¢na vina, ze v jagodah je izjemno mocno razvita
aromaticnost (Plahuta, 2004). Vino ima zlato barvo z rumeno slamnatimi odtenki.
Prevladuje muskatni vonj, toda zaznavna je tudi svezina limone, vonj vrtnic, vanilije,
breskve in cimeta. S to sorto si nekateri kletarji pomagajo za zlahtnjenje sadnih arom,
denimo vin sort renski rizling, zeleni silvanec, beli pinot ter drugih (Nemanic, 1996).

2.3.4 Modra frankinja

Rdeca sorta vinske trte (Vitis vinifera) je razsirjena v Stevilnih evropskih drzavah. Pri nas
je posebej razSirjena v Posavju. Nezahtevna sorta, ki srednje pozno zori, daje visoke
hektarske donose. Ima majhne jagode. 1z grozdja sorte modra frankinja dobimo srednje
mocna alkoholna vina, ki so s kislinami precej bogata (most ima 15-18 % sladkorja in 7-
8 g/L skupnih kislin) (Plahuta, 2004). Jagodna koZica ima bogato fenolno sestavo (barvne
in taninske snovi) in s strokovno vodeno maceracijo lahko dobimo odli¢no mlado vino.
Dobri letniki so primerni za daljSe zorenje, po katerem dobimo krepko, intenzivno
obarvano rdece vino (Nemani¢, 1996). Intenzivna rubinasto rdeca barva dolgo ohrani
mladosten videz, saj se opeCnati prameni pojavijo Sele po nekaj letih zorenja. Ima sortno
znacilen, blag, topel vonj, ki je pri mladih vinih sadnega znacaja, v zrelih pa spominja na
vonj po usnju, prazeni kavi in ¢okoladi. Ce grozdje doseze primerno sladkorno stopnjo,
lahko daje odlicna rdeca vina. Kakovostni letniki omogocajo vina izredno polnega okusa s
harmoni¢nim razmerjem med tanini in kislino (Nemani¢, 1996). Vino je podobno sorti
modri pinot (Plahuta, 2004). Modra frankinja je primerna za tipiziranje in je zastopana v
metliski ¢rnini, cvicku, rdeCem bizelj¢anu, virStanj¢anu in rde¢em konjic¢anu, lahko je tudi
osnova penecih in rosé vin (Plahuta, 2004; Nemanic, 1996).

2.3.5 Modri pinot

Rdeca sorta vinske trte (Vitis vinifera) izvira iz Burgundije v Franciji. Gojijo jo v Franciji,
Italiji, Nemciji, Kaliforniji v ZDA, Avstraliji, JAR, Novi Zelandiji in tudi pri nas (Plahuta,
2004). Pri nas jo gojimo v vinorodnidezeli Posavje in na Stajerskem. Zgodaj dozoreva,
zato je primerna za hladnejSa podnebja. Pridelek je na vinski trti in v vinski kleti precej
obcutljiv. Most ima 20 do 24 % sladkorja. Daje Sibko obarvana rdeCa vina z znacilno
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aromo. Primerno je kot mlado vino, ob ustreznem zorenjulahko doseze izjemno kakovost.
Pogosto se ga predela tudi v peneca vina in rosé vina (Plahuta, 2004; Nemanic¢, 1996;
Sikovec, 1996). Grozdje je sorazmerno siroma$no s tanini in povpreéno obarvano.
Pomanjkanje sonca pri gojenju trte se izraZza v odsotnosti vonjev in mehkobi taninov v vinu
(Nemanic, 1996). Vino je svetlejSe rubinaste rdece barve, ki z razvojem dobiva bakrene in
kavno rjave odtenke. Daje znacilno, lahko razpoznavno vinsko aromo. Mlada vina imajo
vonj po jagodi¢ju in ¢esnji, z razvojem dobijo rastlinski vonj po humusu, gomoljiki in kavi,
v zadnji fazi pa se razvije zivalski vonj po usnju in krznu. Uspela vina so glicerolno
bogata, skladna, polna in vsebujejo mehke tanine (Nemanic, 1999; Sikovec, 1996).

2.3.6 Refosk

Rdeca sorta vinske trte (Vitis vinifera). Za tla ni izbiréen, uspeva na tezkih, siromasnih in
kamnitih tleh (Nemani¢, 1996). Rodi mo¢no obarvano grozdje z okusom po travi in
zaCimbabh ter z rahlo grenkim pookusom. Koncentracija sladkorja v mostu je okrog 75 °Oe
in je bogat s kislinami (Plahuta, 2004). RefoSk nima prave osnove za zorenje, ¢eprav je po
jabol¢no-mlecnem razkisu na pomlad bolj blag in deluje Ze zrelo (Nemanic, 1996). Izvira
iz Furlanije, raste tudi v predelih Colli, pa tudi v Kaliforniji v ZDA, v Franciji itd. Eden
izmed klonov raste v okolici Trsta, kjer ga imenujejo terrano. Slovenski refosk se razlikuje
od italijanskih razli¢ic po rodnosti in okusu. Pri nas ga gojijo v vinorodnih okoli$
Slovenska Istra in Kras, kjer daje vino teran PTP. Daje vina z izjemno kompleksnostjo
arome in okusa v odvisnosti od vinorodnega okolisa (Plahuta, 2004). Vino ima intenzivno
vijoli¢asto barvo (Nemanic, 1996).
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3

MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

Za poskus smo izbrali vrhunska vina ZGP, sort:

malvazija (suho vino, §t. serije: 02/13000, reg. §t. 60 — 1204/2010, alk. 12,5 % vol.,
letnik 2009, pridelal in polnil: Vinakoper d.o.o0., Slovenska Istra, Debeli rti¢),

laski rizling (suho vino, $t. serije 01, §t. steklenic v seriji 42000, §t. odlocbe: MB —
603/10/5, alk. 12,5 % vol., letnik 2009, pridelal in polnil: Jeruzalem Ormoz d.o.o.
(Puklavec & friends), vinorodni okoli§ Stajerska Slovenija),

rumeni muskat (polsladko vino, §t. serije 1/2010, §t. steklenic v seriji 2800, datum
polnitve: 23.3.2010, reg. st.: NM — 1 39/2010, alk. 12,5 % vol., letnik 2009, pridelal
in polnil: Jozef Prus, Bela krajina),

refosk (suho vino, §t. serije 01/33000, reg. s§t.: 60 — 282/2010, alk. 13,0 % vol.,
letnik 2009, pridelal in polnil: Vinakoper d.o.o0., Slovenska Istra),

modri pinot (suho vino, serijska §t. polnitve: 1108003, st. steklenic v seriji: 13300,
St. odlocbe o oceni: MB — 2702/08/S, alk. 11,0 % vol., letnik 2007, pridelal in
polnil: Ptujska klet d.o.o. (Pullus), Stajerska — Slovenija),

modra frankinja (suho vino, §t. serije 1/5 — 07, t. steklenic v seriji: 10000, reg. St.
odlocbe: NM 703/2008, alk. 11,5 % vol., letnik 2007, pridelal in polnil: KZ Metlika
7.0.0., Bela krajina)

in slede¢e modelne antioksidante:

askorbinska kislina (Sigma)

trolox (Sigma)

galna kislina (Merck)

katehin (Sigma)

kavna kislina (Sigma)

kaftarna kislina

zveplov dioksid (v obliki zveplove(IV) kisline, Merck).
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3.1.2 Laboratorijska oprema

Za poskus smo potrebovali:

e UV-VIS spektrofotometer (Agilent Alpha Omega),
e termostat (Memmert),

e kivete (2,5 mL makro PS, Brand),

e avtomatske pipete,

e analitska tehtnica (AE Adam equipment),
e Stoparica,

e centrifugirke (15 mL, TPP),

e centrifugirke (50 mL, TPP),

e mikrocentrifugirke (2 mL, Brand),

e pH meter,

e kapalke,

e crlenmajerice,

e stojala za epruvete.

3.1.3 Reagenti

e 10 M raztopina NaOH: zatehtali smo 20 g NaOH v ¢aSo in raztopili z mQ vodo v
skupnem volumnu 50 mL,

e citronska kislina (C¢gHgO7, M=210,14 g/mol, MERCK),

e mravlji¢na kislina (98-100% CH,0,, M=46,03 g/mol, KEMIKA),

e ocetna kislina (100% CH3;COOH, M=60,05 g/mol, MERCK),

e citratni pufer: v ¢aSo smo zatehtali ustrezno maso citronske kisline, prilili miliQ
(mQ) vodo in ob meSanju z magnetnim mesalom uravnali pH z 10 M NaOH. Tako
smo pripravili pufre s pH 2,75; 3,75; 4,75 in 5,75. Raztopine citratnega pufra z
razlicnimi vrednostmi pH smo v bucki razred¢ili do oznake in tako pripravili 50
mM raztopine citratnega pufra, ki smo jih uporabili v poskusu.

e formiatni pufer smo pripravili po enakem postopku kot citratni pufer, le da smo
zatehtali ustrezno maso mravljicne kisline in pH uravnali z 10 M NaOH na
vrednosti pH 2,75; 3,75 in 4,75.

e ccetatni pufer: v ¢aSo smo zatehtali ustrezno maso ocetne kisline, dodali mQ vodo
in uravnali pH z 10 mM raztopino NaOH na vrednosti pH 3,75; 4,75 in 5,75. Tako
pripravljene raztopinesmo nato Se razred¢ili z mQ vodo in pripravili 50 mM
raztopine acetatnega pufra, ki smo jih uporabili v poskusu.

e ctanol (C,H50H, 96 %, MERCK),

e metanol (CH;OH, MERCK),
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e DPPH  (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl, = C;sH;2NsO4,  approx. 90 %,
M=394,32 g/mol, SIGMA): v 50 mL centrifugirko smo zatehtali 9 mg DPPH" in
dodali 45 mL metanola. Na ta nacin smo pripravili 500 uM raztopino DPPH’. Nato
pa smo to razred¢ili, tako da smo zatehtali 15,8 g 500 uM raztopine DPPH" in
dodali 23,7 g metanola ter tako pripravili 200 uM raztopino DPPH’, ki smo jo
uporabili v poskusu.

¢ Folin-Ciocalteu reagent (MERCK): tik pred uporabo smo ga razred¢ili z mQ vodo v
razmerju 1:2 (1 mL FC reagenta + 2 mL mQ vode),

e 20% raztopina natrijevega karbonata (Na,COs),

e vodna raztopina zveplove(IV) kisline (H,SO3, M=82,074 g/mol, MERCK).
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Dolocanje vsebnosti SO, v Zveplovi(IV) kislini

V 250 mL erlenmajerico smo odpipetirali 200 uL vodne raztopine H,SO; in dodali
24,8 mL mQ vode. Nato smo dodali 5 mL Skrobovice, 5 mL raztopine zveplove(IV) kisline
in takoj titrirali s standardno raztopino joda do modre barve. Na bireti smo od¢itali
volumen porabljenega joda in s pomocjo matematicne zveze 13 izraCunali masno
koncentracijo (mg/L) SO, v zveplovi(IV) kislini.

Yso2) = a*c(l)*M*1000/(n*V) ...(13)

V kateri pomeni a volumen standardizirane raztopine joda (mL), c(I;) koncentracijo joda
(0,007284 mol/L), M molsko maso SO, (64,06 g/mol), n molsko razmerje med jodom in
zveplovim dioksidom (n = 1) in V volumen vzorca vina (25 mL) (KoSmerl in Kac, 2007).

3.2.2 Karakterizacija vin

3.2.2.1 Dolocanje zveplovega dioksida v vinih po Ripperju

a.) Dolocanje prostega SO,

V 250 mL erlenmajerico smo odpipetirali 25 mL vzorca vina, dodali 5 mL Skrobovice in
premesali. Nato smo dodali 5 mL raztopine zveplove(VI) kisline in takoj titrirali s
standardizirano raztopino joda do modre barve, ki mora biti obstojna priblizno 20 sekund.
Na bireti smo odcitali volumen porabljenega joda in s pomocjo matemati¢ne zveze 13
izracunali masno koncentracijo prostega SO, v mg/L (Ko$merl in Kac, 2007).

b.) Dolocanje skupnega SO,

V 250 mL erlenmajerico smo odpipetirali 25 mL vzorca vina in dodali 25 mL 1M
raztopine NaOH, premesali in pocakali tocno 10 min, da je potekla reakcija hidrolize
vezanega zveplovega dioksida. Nato smo dodali 5 mL Skrobovice, 10 mL raztopine
zveplove(VI) kisline in takoj titrirali s standardizirano raztopino joda do modre barve, ki je
mora biti obstojna priblizno 20 sekund. Koncentracijo skupnega SO, smo izrac¢unali na
enak nacin kot koncentracijo prostega SO, (Kosmerl in Kac, 2007).

c.) Izracun vezanega SO,

Koncentracijo vezanega SO, smo izracunali iz razlike izracunanih koncentracij skupnega
in prostega SO, v vzorcu vina, kot je razvidno iz formule 14 (Ko$merl in Kac, 2007).
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Yso2 (vezani) = ysoz (skupni) — yso2 (prosti) ...(14)

3.2.2.2 Dolocanje barvnih parametrov

Osnovne barvne parametre, kot so intenziteta barve, ton barve in delez rdece barve v obliki
flavilijevega kationa, doloCamo spektrofotometri¢no z merjenjem absorbance pri razlicnih
valovnih dolzinah. Obarvanost belih vin smo izmerili direktno (brez predhodne
razredcitve) s spektrofotometrom, in sicer tako, da smo odpipetirali vzorec vina v kvar¢no
kiveto in mu izmerili absorbanco pri valovni dolzini 420 nm. Za dolo¢anje barve rdecih vin
pa smo vzorce predhodno ustrezno razredcili s pufrno raztopino pH 3,4. Vino sorte refosk
smo razredc¢ili 10-krat, vino sort modra frankinja in modri pinot pa 5-krat. pH pufrne
raztopine, ki smo jo pripravili tako, da smo mQ vodi dodajali 0,1 N H,SO4, naj bi ustrezal
pH vrednosti posameznega vina, katerega smo predhodno dolocili. Nato smo vzorcem
pomerili absorbanco pri valovnih dolzinah 420 nm, 520 nm in 620 nm ter s pomocjo
matemati¢nih relacij in ob upostevanju razredCitvenega faktorja, izraCunali osnovne barvne
parametre vin (KoSmerl in Ka¢, 2007).

a.) Intenziteta barve (I):

Bela vina:

I:A420 (15)
Rdeca vina:

I=X (A420 + A520 +A620) .. (16)
b) Ton barve:

Ton = A42()/A52() .. (17)

c) Delez (%) rdece barve, tj. prostih in vezanih antocianinov v obliki flavilijevega kationa
(dAp):

dAR%) = (As0 — (Ao + Ag20)/2)*1/As20*100 ...(18)

¢) Delez (%) rdece barve pri posamezni valovni dolzini:

pI'i 420nm: dA420 (%) = (A420/I)* 100 .. (19)
pri 520nm: dAsyo (%) = (As20/1)*100 ...(20)
pri 620nm: dAepo (%) = (Aézo/l)* 100 .. (21)
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3.2.2.3 Dolocanje pH vin

V 100 mL plasti¢no ¢aso smo nalili priblizno 60 mL vina in jo namestili na pH meter tako,
da sta bila meSalo in elektroda potopljena v vzorec. Ko se je pH meter umiril, smo na
aparatu odc¢itali izmerjeno vrednost pH vina.

3.2.3 Karakterizacija topil

3.2.3.1 Doloc¢anje vpliva topila na absorbanco radikala DPPH’ pri 520 nm

Za test smo uporabili razli¢na topila, in sicer citratni pufer pH 2,75; pH 3,75; pH 4,75; pH
5,75; formiatni pufer pH 2,75; pH 3,75; pH 4,75; acetatni pufer pH 3,75; pH 4,75; pH 5,75
in metanol. Vse eksperimente smo opravili v dveh neodvisnih paralelkah, in sicer tako, da
smo v 2 mL centrifugirke dodali 1 mL 200 uM radikala DPPH’ v metanolu, 900 uL topila
(50 mM pufer ali MeOH) in 100 uL mQ vode ter po 15 minutah inkubacije pri 25 °C
izmerili absorbanco v 2,5 mL PS kivetah pri valovni dolzini 520 nm.

3.2.3.2 Dolocanje vpliva topila na absorbanco DPPH, pri 520 nm v odvisnosti od pH
medija

V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 20,1 mg askorbinske kisline in dodali 11,4 mL mQ
vode. Na ta nacin smo pripravili 10 mM raztopino askorbinske kisline. Za test smo
uporabili razli¢na topila, in sicer: acetatni pufer pH 3,75; 4,25; 4,75; 5,25; 5,75 in metanol.

Eksperiment smo izvedli tako, da smo v vsako 2 mL centrifugirko odpipetirali 900 uL
posameznega topila (pufer ali MeOH), dodali 1000 uL 200 uM radikala DPPH'v MeOH in
100 pL 10 mM askorbinske kisline. Vse skupaj smo dobro premesali in po 10 min
inkubacije pri 25 °C prenesli v 2,5 mL PS kivete ter izmerili absorbanco pri valovni dolzini
520 nm. V danih razmerah smo s petkratnim molarnim presezkom askorbinske kisline nad
DPPH’, slednjega popolnoma reducirali v DPPH,.

3.2.3.3 Doloc¢anje vpliva vrste in pH topila na stabilnost radikala DPPH’

Kot topilo smo uporabili 50 mM raztopino acetatnega pufra razlicnih pH vrednosti, in sicer
pH 3,75; pH 4,75; pH 5,25; pH 5,75 in metanol. V 15 mL centrifugirke smo odpipetirali
4,5 mL topila, dodali 5 mL 200 uM radikala DPPH'v MeOH in 0,5 mL mQ vode. Vse
eksperimente smo izvedli v dveh neodvisnih paralelkah. Tako pripravljene vzorce smo
termostatirali pri 25 °C in po 30 min, 60 min, 120 min, 300 min in 1440 min izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 520 nm.
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3.2.4 Vpliv medija in pH medija na kinetiko reakcije modelnih antioksidantov in vin z
radikalom DPPH’

Kot vzorec smo v testu uporabili predhodno pripravljene raztopine modelnih
antioksidantov (preglednica 3) in ustrezno razredcena vina (preglednica 4). Uporabili smo
razli¢na topila, in sicer 50 mM raztopino acetatnega pufra pH 3.75, pH 4.75, pH 5.25, pH
5.75 in metanol. V 15 mL centrifugirke smo odpipetirali 4,5 mL topila, dodali 5 mL
200 uM radikala DPPH" in 0,5 mL vzorca razredéenega v mQ vodi. Prav tako smo naredili
kontrolno raztopino, kjer smo namesto vzorca dodali mQ vodo. Nato smo v 2,5 mL PS
kivetah merili absorbanco pri valovni dolzini 520 nm po 30 min, 60 min, 120 min, 300 min
in 1440 min. Delali smo v dveh neodvisnih paralelkah, raztopine pa smo do merjenja
absorbance termostatirali na 25 °C.
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Preglednica 3: Priprava modelnih antioksidantov za dolocanje vpliva topila in pH na kinetiko reakcije
antioksidantov z radikalom DPPH’

STANDARDI PRIPRAVA
ASKORBINSKA V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 17,6 mg askorbinske kisline in
KISLINA dodali 10 mL mQ vode, nato pa to raztopino razred¢ili tako, da smo

odpipetirali 0,7 mLle-te raztopine in dodali 14 mL mQ vode. Tako smo
pripravili 0,48 mM raztopino, ki smo jo v testu e 20-krat razredcili.

TROLOX V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 25 mg troloxa in dodali 10 mL
etanola, nato pa to raztopino razred¢ili tako, da smo odpipetirali 0,7
mLle-te raztopine in dodali 14 mL mQ vode. Tako smo pripravili 0,48
mM raztopino, ki smo jo v testu Se 20-krat razredcili.

GALNA KISLINA V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 5,5 mg galne kisline in dodali
12,7mL mQ vode, nato pa to raztopino razredcili tako, da smo
odpipetirali 1 mL le te raztopine in dodali 14 mL mQ vode. Tako smo
pripravili 0,17 mM raztopino, ki smo jo v testu Se 20-krat razredcili.

KATEHIN V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 7,6 mg katehina in dodali 10,3 mL
etanola, nato pa to raztopino razredcili tako, da smo odpipetirali 1 mL
le-te raztopine in dodali 9 mL mQ vode. Tako smo pripravili 0,25 mM
raztopino katehina, katere pa smo odpipetirali 7 mL in ji dodali Se 7
mL mQ vode. Tako smo pripravili 0,13 mM raztopino, ki smo jo v
testu Se 20-krat razredcili.

KAVNA KISLINA V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 4,6 mg kavne kisline in dodali
10 mL etanola, nato pa to raztopino razred¢ili tako, da smo odpipetirali
I mL le te raztopine in dodali 12 mL mQ vode. Tako smo pripravili
0,2 mM raztopino, ki smo jo v testu Se 20-krat razredcili.

KAFTARNA KISLINA | V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 10 uL 70 mM kaftarne kisline
in dodali 2320 uL mQ vode. Tako smo pripravili 0,3 mM raztopino, ki
smo jo v testu Se 20-krat razredcili.

ZVEPLOV DIOKSID V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 200 uL. H,SO;3s koncentracijo
31,6 g/lL SOsin dodali 11,8 mL mQ vode, nato pa to raztopino
razredcili tako, da smo odpipetirali 1 mLle-te raztopine in dodali 9 mL
mQ vode. Tako smo pripravili 0,82 mM raztopino, ki smo jo v testu Se
20-krat razredcili.
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Preglednica 4: Koncni razredcitveni faktorji pri dolocanju vpliva topila in pH na kinetiko reakcije vin z
radikalom DPPH’

VINO FAKTOR R (kon¢na razredcitev v testu)
malvazija 80

laski rizling 120

rumeni muskat 160

refosk 1250

modri pinot 833,3

modra frankinja 666,7

3.2.5 Vpliv koncentracije antioksidantov v testu in razred¢itve vin na doloceno
antioksidativno aktivnost

Modelne antioksidante smo predhodno pripravili (preglednica 5) in vina primerno
razredcili z mQ vodo (preglednica 6). Za umeritvene krivulje v metanolu (5 % vode) smo v
mikrocentrifugirko odpipetirali 1 mL 200 uM radikala DPPH" v MeOH, dodali 900 ul
MeOH in razli¢ne volumne modelnih antioksidantov in vin (razred¢enih z mQ vodo) ter
razliko do kon¢nega volumna 2 mL dopolnili z mQ vodo. Za analizo v meSanici metanola
in acetatnega pufra smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 1 mL 200 uM radikala DPPH" v
MeOH, dodali 450 pl 100 mM acetatnega pufra pH 5,25 in razlicne volumne modelnih
antioksidantov in vin ter razliko do konc¢nega volumna 2 mL dopolnili z mQ vodo.
Vzorcem smo po 60 min inkubacije na 25 °C izmerili absorbanco pri valovni dolZini
520 nm.
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Preglednica 5: Priprava modelnih antioksidantov za dolocanje vpliva koncentracije antioksidantov v testu na
doloceno antioksidativno aktivnost vzorcev z radikalom DPPH’

STANDARDI

PRIPRAVA

GALNA KISLINA

KATEHIN

KAVNA KISLINA

KAFTARNA
KISLINA

ASKORBINSKA
KISLINA

TROLOX

ZVEPLOV DIOKSID

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 10,3 mg galne kisline in dodali
34,3 mL mQ vode, nato pa to razredcili tako, da smo odpipetirali
1 mLle-te raztopine in dodali 4 mL mQ vode. Tako smo pripravili
0,35 mM raztopino, ki smo jo nato v testu Se razredcili.

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 15,4 mg katehina in dodali
17,1 mL metanola, nato pa to razred¢ili tako, da smo odpipetirali
1 mLle-te raztopine in dodali 4 mL mQ vode. Tako smo pripravili
0,62 mM raztopino, ki smo jo nato v testu Se razredcili.

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 16,5 mg kavne kisline in
dodali 16,5 mL metanola, nato pa to razred¢ili tako, da smo
odpipetirali 1 mL le te raztopine in dodali 4 mL mQ vode. Tako
smo pripravili 1,11 mM raztopino, ki smo jo nato v testu Se
razredcili.

V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 10 pL. 70 mM kaftarne
kisline in dodali 190pL metanola, nato pa to razredcili tako, da smo
tej raztopini dodali Se 800 pl mQ vode. Tako smo pripravili 0,7 mM
raztopino, ki smo jo nato v testu Se razredcili.

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 16 mg askorbinskr kisline in
dodali 16 mL mQ vode, nato pa to razred¢ili tako, da smo
odpipetirali 1 mLle-te raztopine in dodali 4 mL mQ vode. Tako smo
pripravili 1,14 mM raztopino, ki smo jo nato v testu Se razred¢ili.

V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 16,8 mg katehina in dodali
12 mL metanola, nato pa to razred¢ili tako, da smo odpipetirali 1
mL le-te raztopine in dodali 4 mL mQ vode. Tako smo pripravili
1,12 mM raztopino, ki smo jo nato v testu Se razredcili.

V 15 mLcentrifugirko smo odpipetirali 180 ul H,SOss
koncentracijo 31,6 g/L. SO,in dodali 11,82mL mQ vode. Tako smo
pripravili 7,42 mM raztopino, ki smo jo nato v testu Se razred¢ili.
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Preglednica 6: Priprava razredCitev posameznih vin za doloCanje vpliva razredCitve vin na doloc¢eno
antioksidativno aktivnost vzorcev z radikalom DPPH’

VINO PRIPRAVA RAZREDCITVE

REFOSK V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,43 mL vina in dodali
9,57 mL mQ vode.

MODRI PINOT V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,64 mL vina in dodali
9,36 mL mQ vode.

MODRA FRANKINJA | V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,88 mL vina in dodali
9,12 mL mQ vode.

RUMENI MUSKAT V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 1 mL vina in dodali
1,7 mL mQ vode.

MALVAZIJA V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 1 mL vina in dodali
0,3 mL mQ vode.

LASKI RIZLING V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 1 mL vina in dodali
0,9 mL mQ vode.

3.2.6 Vpliv deleZa vode in pufra v meSanici z metanolom na doloc¢eno antioksidativno
aktivnost katehina

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 16,4 mg katehina in dodali 18,2mL metanola, nato pa
to raztopino razred¢ili tako, da smo odpipetirali 1 mL le-te raztopine in dodali 9 mL
metanola. Tako smo pripravili katehin s koncentracijo 310,1 pmol/L v metanolu. V 2 mL
centrifugirke smo odpipetirali 1 mL metanolne raztopine radikala DPPH's koncentracijo
200 pmol/L. Preostanek do 1,93 mL smo dopolnili z metanolom in mQ vodo ali 100 mM
acetatnim pufrom pH 5,25 in tako pripravili raztopine, ki so se razlikovale v volumskih %
vode ali acetatnega pufra. Nato smo v reakcijsko zmes dodali 70 pl katehina s
koncentracijo 310,1 umol/L. Centrifugirke smo dobro premesali in termostatirali na 25°C
ter po 60 min izmerili absorbanco pri valovni dolzini 520 nm. Pripravili smo tudi
referencne raztopine, kjer smo namesto raztopine katehina dodali MeOH. Vse
eksperimente smo izvedli v dveh neodvisnih paralelkah.
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3.2.7 Doloc¢anje koncentracije skupnih fenolnih spojin v vinih
3.2.7.1 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v vinih s Folin-Ciocalteu reagentom

Priprava umeritvenih krivulj za doloCanje skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu
reagentom zmodelnimi antioksidanti in vini:

v vsako 2 mL centrifugirko smo odpipetirali razli¢cne volumne osnovnih raztopin modelnih
antioksidantov (preglednica 7) in ustrezno razredcena vina (preglednica 8). Razliko do
1400 pl smo dopolnili z mQ vodo. Nato smo v centrifugirke dodali 300 pl Folin-Ciocalteu
reagenta in premesali. Po 5 minutah smo dodali 300 pl 20 % raztopine Na,COj; ter
ponovno premesali. Po 90 minutah inkubacije na sobni temperaturi, smo vsebino
centrifugirk prenesli v 2,5 mL PS kivete in izmerili absorbanco proti slepemu vzorcu pri
valovni dolZini 765 nm. S pomocjo enacbe premice umeritvene krivulje z galno kislino in
troloxom smo izracunali koncentracijo skupnih fenolnih spojin v vinih in jo izrazili kot
ekvivalent galne kisline (mmol/L) in ekvivalent troloxa (mmol/L).
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Preglednica 7:Standardi za pripravo umeritvenih krivulj za dolocanje skupnih fenolnih spojin s Folin-

Ciocalteu reagentom

STANDARDI

PRIPRAVA

ASKORBINSKA

KISLINA

KATEHIN

TROLOX

KAVNA KISLINA

KAFTARNA KISLINA

ZVEPLOV DIOKSID

GALNA KISLINA

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 8,05 mg askorbinske
kisline in dodali 50 mL mQ vode, nato pa to raztopino razredcili
tako, da smo odpipetirali 1 mLle-te in dodali 9 mL mQ vode.
Tako smo pripravili 0,09 mM raztopino.

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 13,3 mg katehina in dodali
50 mL etanola, nato pa to raztopino razredcili tako, da smo
odpipetirali 1 mLle-te in dodali 9 mL mQ vode. Tako smo
pripravili 0,09 mM raztopino.

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 11,45 mg troloxa in dodali
50 mL etanola, nato pa to raztopino razredcCili tako, da smo
odpipetirali 1 mLle-te in dodali 9 mL mQ vode. Tako smo
pripravili 0,09 mM raztopino.

V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 8,26 mg kavne kisline in
dodali 50 mL etanola, nato pa to raztopino razredcili tako, da
smo odpipetirali 1 mLle-te in dodali 9 mL mQ vode. Tako smo
pripravili 0,09 mM raztopino.

V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 10 pl 70 mM kaftarne
kisline in dodali 2,32 mL mQ vode, nato pa to raztopino
razredcili tako, da smo odpipetirali 1,2 mLle-te in dodali 2,4 mL
mQ vode. Tako smo pripravili 0,1 mM raztopino.

V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 200 pL 3,16 % H,SO3
in dodali 11,8 mL mQ vode, nato pa to raztopino razredc¢ili tako,
da smo v centrifugirko odpipetirali 1 mL le-te in dodali 4 mL
mQ vode. Tako smo pripravili 1,65 mM raztopino.

V 15 mL centrifugirko smo zatehtali 7,8 mg galne kisline kisline
in dodali 50 mL mQ vode, nato pa to raztopino razredcili tako,
da smo odpipetirali 1 mLle-te in dodali 9 mL mQ vode. Tako
smo pripravili 0,09 mM raztopino.
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Preglednica 8: Razred¢itve posameznih vin za pripravo umeritvenih krivuljza doloc¢anje skupnih fenolnih
spojin s Folin-Ciocalteu reagentom

VINA PRIPRAVA RAZREDCITVE

MALVAZIJA V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 3 mL vina in dodali
9 mL mQ vode.

LASKI RIZLING V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 1 mL vina in dodali
5 mL mQ vode.

RUMENI MUSKAT V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali | mL vina in dodali
7 mL mQ vode.

REFOSK V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,16 mL vina in dodali
9,84 mL mQ vode.

MODRI PINOT V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,24 mL vina in dodali
9,76 mL mQ vode.

MODRA FRANKINJA | V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,3 mL vina in dodali

9,7 mL mQ vode.

3.2.7.2 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v vinih s spektrofotometri¢nim merjenjem v UV

spektru

V 15 mL centrifugirkah smo razred¢ili bela vina z mQ vodo v razmerju 1:20, rdeca pa v
razmerju 1:100. Vzorce smo nato odpipetirali v kvarcno kiveto in jim pomerili absorbanco
pri valovih dolZinah od 260 do 400 nm.
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4 REZULTATI

4.1 KARAKTERIZACIJA VIN

4.1.1 Razultati dolocanja Zveplovega dioksida

4.1.1.1 Rezultati doloc¢anja vsebnosti SO, v zZveplovi(IV) kislini

Volumen porabljenega joda 11,7 mL smo odcitali na bireti in iz matemati¢ne relacije 13,
ob upostevanju razredCitvenega faktorja 125 izracunali, da vsebuje zveplova(IV) kislina
31,6 g/L SO,.

4.1.1.2 Rezultati dolocanja zveplovega dioksida v vinih po Ripperju

Preglednica 9: Koncentracije (mg/L) skupnega, prostega in vezanega SO, v izbranih sortah vin, dolo¢ene po
Ripperjevi metodi

VINO Koncentracija Koncentracija Koncentracija
skupnega SO,(mg/L.) prostega SO, (mg/L) vezanega SO, (mg/L)
modri pinot 54 15 39
modra frankinja 70 25 44
refosk 52 33 19
rumeni muskat 191 47 144
malvazija 58 22 36
laski rizling 108 28 80

Vrednosti v preglednici 9 prikazujejo koncentracije skupnega, prostega in vezanega
SO, (mg/L) v izbranih sortah vin. Najve¢jo koncentracijo SO, med belimi vini smo
dolocili vinu sorte rumeni muskat in najmanjSo vinu sorte malvazija. Pri rde¢ih vinih pa
smo najvecjo koncentracijo SO, dolocili vinu sorte modra frankinja in najmanjSo vinu
sorte refosk.
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4.1.2 Rezultati dolo¢anja barvnih parametrov

Preglednica 10: Vrednosti barvnih parametrov izbranih sort vin

Intenziteta Ton dAF dA420 dAszo dA620

VINO R barve barve (%) (%) (%) (%)
rumeni muskat 0,077
laski rizling 0,063
malvazija 0,143
refosk 10 10,567 0,727 52,7 374 514 11,2
modri pinot 5 3,780 0,949 422 440 464 9,6
modra frankinja 5 5,434 0,868 449 413 47,6 11,1

Vzorce rdecih vin smo predhodno razred¢ili s pufrno raztopino pH 3.4, in sicer vino sorte
refosk v razmerju 1:10, vina sort modra frankinja in modri pinot pa v razmerju 1:5. Kot je
razvidno iz preglednice 10 smo vinu belih sort dolocili le intenziteto barve. Najvecjo smo
dolocili vinu sorte malvazija. Med rde¢imi vini smo najvecjo intenziteto dolocili vinu sorte
refosk, kateremu smo doloc¢ili tudinajvecji delez odtenka rdece barve (tj. prostih in vezanih
antocianinov v obliki flavilijevega kationa). Najvecji ton barve smo dolocili vinu sorte
modri pinot in vinu sorte refosk najmanjsi. Z merjenjem deleza barve pri valovnih dolzinah
420 nm, 520 nm in 620 nm smo pri vseh treh rdeCih vinih najvecje vrednosti izmerili pri
valovni dolzini 520 nm, kar pomeni, da v vseh teh prevladujejo odtenki rdeCe barve.
Vrednosti so bile visoke tudi pri 420 nm, kjer prevladujejo odtenki rjave barve, predvsem
pri vinu sorte modri pinot. NajmanjSe vrednosti smo izmerili pri 620 nm, ki kazejo na
odtenke modro-vijoli¢ne barve, ki pa so med vini v najvecji meri zastopani v vinih sort
refosk in modra frankinja.
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Slika 8: Grafi¢ni prikaz absorbance izbranih vin v vidnem delu spektra za dolo¢anje barve vin

S slike 8 je razvidno, da smo za rde€a vina izmerili najvec¢jo absorbanco pri valovni dolzini
520 nm, kar pa predstavlja zastopanost odtenkov rdece barve v vinih. Razvidno je tudi, da
je razmerje med odtenki rdece in rjave barve vecje pri vinu sorte refosk, kot pri vinu sort
modra frankinja in modri pinot. Pri belih vinih lahko recemo, da smo najvecje vrednosti
absorbanc vzorcev izmerili pri valovni dolzini 400 nm, kjer so ze zaznavni odtenki zelene
barve. Zaradi boljSe preglednosti smo vrednosti absorbanc, izmerjenih v belih vinih,
prikazali na sekundarni ordinatni osi.

4.1.3 Rezultati dolo¢anja pH vin

Preglednica 11: Vrednosti pH izbranih sort vin

VINO vrednost pH
malvazija 3,3
laski rizling 3,2
rumeni muskat 3,4
refosk 33
modri pinot 3.4

modra frankinja 3,5
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Iz preglednice 11 je razvidno, da se pHposameznih vin gibljejo med 3,2 in 3,5. Podatke
rdecih vin smo uporabili pri dolo¢evanju barve vin, saj smo osnovna vina red¢ili v pufrupH
3.4.

4.2 KARAKTERIZACIJA TOPIL

4.2.1 Rezultati vpliva topila na absorbanco radikala DPPH’ pri 520 nm

Ay, topilo/As,, metanol

Slika 9: Grafi¢ni prikaz vpliva topila na absorbanco 100 uM radikala DPPH' izmerjeno po 15 min inkubacije
pri 25°C pri valovni dolzini 520 nm. Vrednosti absorbance so normalizirane na metanol in so izrazene kot
razmerje med absorbanco, pomerjeno v topilu in v metanolu, ki je 1.

S slike 9 je razvidno, da citratni pufer in acetatni pufer manj vplivata na absorbanco
radikala DPPH kot formiatni. Najmanj3e odstopanje od absorbance DPPH’ v metanolu smo
dolocili za acetatni in citratni pufer pH 4,75 in 5,75 v meSanici z MeOH. Za formiatni
pufer pH 2,75 smo dolo¢ili kar 7 % manjSo absorbanco kot v MeOH.
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4.2.2 Rezultati stabilnosti radikala DPPH’ kot funkcije vrste in pH medija
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Slika 10: Grafi¢ni prikaz vpliva pH na absorbanco radikala DPPH’ pri inkubaciji v acetatnem pufru in
metanolu pri 25°C v odvisnosti od ¢asa

Delez Asy smo izracunali s pomoc¢jo matematicne relacije 22:

- Alxr v wzlrvans Lepllu .
Asy (%) At vugtreznem topllu

..(22)

Log

Oznaka x pomeni 30 min, 60 min, 120 min, 300 min ali 1440 min inubacije v ustreznem
topilu kot je metanol ali acetatni pufer razlicnih pH vrednosti.

Na sliki 10 so prikazani rezultati, ki so povprecne vrednosti rezultatov dveh meritev, in
sicer opazimo, da je radikal DPPH’ najbolje obstojen v metanolu ter, da se stabilnost
samega radikala DPPH proporcionalno zmanjSuje z nizanjem pH acetatnega pufra. To je
opazno predvsem po daljSem Casu, in sicer se deleZ Asyg radikala DPPH" po 24 h v acetatu
pH 5,75 in 5,25 zmanjSa za priblizno 10 %, medtem ko se v acetatu pH 3,75 zmanjsa za
ve¢ kot 20 %. Po 1 uri se opazi bistveno manjsi vpliv pH, in sicer se Asy v metanolu
zmanjs$a le za 0,5 %, Asy v acetatnem pufru pH 4,75; 5,25 in 5,75 se zmanjsa za priblizno
1 %, Asao v acetatnem pufru pH 3,75 pa za 2 %.
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4.2.3 Absorbanca DPPH; pri 520 nm v odvisnosti od pH medija
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz absorbance DPPH, izrazene v odstotkih absorbance DPPH’ pri 520 nm in 25 °C v
odvisnosti od pH topila

Delez absorbance DPPH; (Asz) smo izracunali z matemati¢no zvezo 23:

Asyo (%)
LAz (100 pX DPFPH » +300 pM AK) po 13 ulninkubaclje v ustreznem pui‘ru)
ASZ0 (100 pM DFFH v po 15nuninkubacjev ustreznenl puiray

0..(23)

Oznaka AK oznacuje askorbinsko kislino.

S slike 11 je razvidno, da je absorbancal00 pM DPPH,, ki nastane z redukcijo radikala
DPPH’ s 500 uM askorbinsko kislino najve¢ja v acetatnem pufru pH 5,75. Tudi v acetatnih
pufrih z nizjimi pH vrednostimi opazimo, da DPPH, absorbira bolje kot v metanolu.
Absorbanca DPPH, pri 520 nm v meSanici acetatnega pufra pH 5,75 in MeOH doseze 7 %
absorbance radikala DPPH". V MeOH je razmerje absorbanc manjSe, saj po redukciji
radikalaDPPH’ preostane manj kot 4 % zaletne absorbance.
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4.3 VPLIV MEDIJA IN pH MEDIJA NA KINETIKO REAKCIJE RADIKALA DPPH’ IN
VIN TER MODELNIH ANTIOKSIDANTOV
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Slika 12: Grafi¢ni prikaz vpliva pH topila na dAs,, izmerjeno po 60 min inkubacije pri 25°Cza razlicne
modelne antioksidante. DeleZ spremembe absorbance DPPH pri 520 nm (dAsy) izracunan glede na metanol
in izrazen v odstotkih

Delez spremembe dAsyglede na MeOH po 60 min inkubacije smo izracunali s pomocjo
matemati¢ne relacije 24:

- das20 topllex ‘:_po 60 min inkubaciie) - 100
dAsy (%) daB20e0H fyo 60 min Inkubacliz) ..(24)

Oznaka x je MeOH ali acetatni pufer pH 3,75; 4,75; 5,25 ali 5,75.

Slika 12 prikazuje potek reakcije med radikalom DPPH’ in modelnimi antioksidanti pri
inkubaciji 60 min v metanolu in meSanici MeOH ter acetatnih pufrov razli¢nihvrednosti
pH. S slike 12 je razvidno, da je dolocena antioksidativna ucinkovitost modelnih
antioksidantov odvisna od pH topila. Koncentracija posameznega antioksidanta v
reakcijskih zmeseh je bila konstantna, tako da smo proucevali le vpliv topila oziroma
njegovega pH. Najvecje razlike med pH vrednostimi smo opazili pri SO, in kaftarni kislini.
Pri SO, smo v acetatu pH 5,75 dolocili najmanj dvakrat vecjo dAs;y kot v acetatu pH 3,75
in trikrat ve¢jo kot v metanolu. Pri kaftarni kislini smo dolocili 15 % vecjo dAsy v acetatu
pH 3,75 in 46 % vecjo dAsyg v acetatu pH 5,75 kot v MeOH. Pri katehinu nismo opazili
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tako velikih razlik med pH vrednostimi, in sicer smo v acetatu pH 3,75 dolocili 71 % vecjo
dAsykot v metanolu, v acetatu pH 5,75 pa 83 % vecjo dAsyykot v metanolu. Kot je
razvidno s slike 12 je dAsy pri vecini antioksidantov narascala z naras€¢ujo¢im pH, razen
pri galni kislini. Pri tej smo v nizjem pH medija (acetat pH 3,75) dolocilikar 22 % vecjo
dAsykot v metanolu, v acetatu pH 5,75 pa 10 % vec¢jo dAsy kot v metanolu. Pri
askorbinski kislini in troloxu so bile razlike med topili oziroma razli¢nimi pH vrednostimi
manjse kot 5 %.

200

B Acetat pH 3,75
= Acetat pH 4,75
u Acetat pH 5,25
B Acetat pH 5,75
EMetanol

150

100

be dAs;gglede na MeOH (%)

50
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Slika 13: Grafi¢ni prikaz vpliva pH topila na dAsyy izmerjeno po 60 min inkubacije pri 25°C za izbrana vina.
Delez dAsy je izracunan glede na metanol in izrazen v odstotkih

Delez spremembe dAs; glede na MeOH po 60 min inkubacije smo izracunali s pomocjo
matematicne relacije 24, anako kot pri modelnih antioksidantih (slika 12).

Slika 13 prikazuje vpliv pH na dAsyy pri reakciji antioksidantov v izbranih vinih z
radikalom DPPH'. Pri vseh vzorcih vin smo po 1 h dolo¢ili ve¢jo dAsyy v acetatnem pufru
kot v metanolu. S slike 13 je razvidno proporcionalno vecanje dAsy z narascujo¢im pH.
Razlike med razli¢nimi pH so bistveno vecje pri belih vinih kot pri rdecih. Pri vinu sorte
refosk so razlike med vrednostimi dAsy razlicnih pH najmanjse, in sicer manjse kot 2 %.
Pri belih vinih smo dolo¢ili priblizno 150 % veéjo dAsyo v acetatu pH 5,75 kot v metanolu,
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razen pri vinu sorte malvazija, kjer smo dolo€ili le 67 % vecjo dAsy, v acetatu pH 5,75 kot
v metanolu. Pri vinu sorte laski rizling smo opazili najvecje razlike med pH, in sicer je bila
v acetatu pH 3,75 dAsy 83 % vecja, v acetatu pH 5,75 pa kar 152 % vecja kot v metanolu.
Pri rdecih vinih smo tako v acetatu pH 5,75 kot tudi acetatu pH 3,75 dolo€ili najmanj 37 %
vecjo dAsyy kot v metanolu.

Preglednica 12: Vpliv topila na dAsy, pri reakciji modelnih antioksidantov z radikalom DPPH’ v odvisnosti
od casa. Vrednosti dAsyy so prikazane v odstotkih in normalizirane glede na dAsy, reakcije v metanolu
izmerjeno po 30 min inkubacije pri 25 °C

dAsy (%)
ANTIOKSIDANT TOPILO
30 min 60 min 120 min 300 min 1440 min

Acetat pH 5,25 196 218 237 261 301
Katehin

Metanol 100 120 146 195 291

Acetat pH 5,25 115 132 159 222 323
Kaftarna kislina

Metanol 100 104 109 123 184

Acetat pH 5,25 124 124 127 132 143
Galna Kislina

Metanol 100 102 109 117 133

Acetat pH 5,25 102 114 134 178 292
Kavna Kkislina

Metanol 100 104 110 127 198

Acetat pH 5,25 97 98 100 101 107
Trolox

Metanol 100 101 101 102 105
A Acetat pH 5,25 98 100 102 107 133
kislina Metanol 100 101 101 102 104

Acetat pH 5,25 307 337 359 370 432
SO,

Metanol 100 139 195 281 444
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dAsyo (%) smo normalizirali na dAsy po 30 min inkubacije v MeOH z matemati¢no zvezo
25:

_ __4a320 wpllex(po ty Inkubacle); 100
dAs20 (%) da520 MeQH (po 30 min Inxubacie) ..(25)

x je MeOH ali acetatni pufer pH 5,25; oznaka y je 30 min, 60 min, 120 min, 300 min ali
1440 min.

Iz preglednice 12 je razvidno, da reakcije radikala DPPH" z modelnimi antioksidanti v
vecini potekajo hitreje v acetatnem pufru pH 5,25 kot v metanolu. Izjemaje trolox, kjer ne
opazimo velikih razlik med enim in drugim topilom, saj potee reakcija med njim in
radikalom DPPH’ zelo hitro, in sicer po 30 minutah dalje je dAsy bolj ali manj konstantna.
Pri vseh ostalih standardih bi lahko rekli, da kaZejo bolj pocasno kinetiko. Pri kavni kislini
smo opazili najmanjse razlike med topiloma, in sicer smo po 30 min v acetatu pH 5,25
dolocili le 2 % vecjo dAsy kot v metanolu, nato pa so bile s ¢asom razlike med topiloma
vedno vecje. Pri galni kislini nismo niti po 5 h inkubacije v metanolu dolo¢ili enake
vrednosti dAsy kot v acetatu pH 5,25 po 30 min. Pri kaftarni kislini smo opazili po 1 h
inkubacije v acetatu pH 5,25 skoraj 30 % vecjo dAsyy kot v metanolu, kjer nismo dobili
takega signala niti po 5 h inkubacije. Najvecji vpliv topila smo opazili pri katehinu in
zveplovem dioksidu. Pri katehinu smo po 30 minutah doloc¢ili skoraj dvakrat ve¢jo dAsyy v
acetatu pH 5,25 kot v metanolu, kjer smo to vrednost dosegli Sele po Sh. Pri zveplovem
dioksidu pa smo po 30 min dolo€ili kar trikrat vecjo dAsy v acetatu pH 5,25 kot v
metanolu, kjer nismo enake vrednosti dAspo dosegli niti po 5 h. Pri askorbinski kislini se je
dAsy v metanolu le malo spreminjala med inkubacijo, medtem ko se je v acetatu pH 5,25
absorbanca povecala med 5 h in 24 h inkubacije.
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Preglednica 13: Vpliv topila na dAs,, pri reakciji polifenolov v vzorcih vin z radikalom DPPH" v odvisnosti
od casa. Vrednosti dAsyy so prikazane v odstotkih in normalizirane glede na dAs, reakcije v metanolu
izmerjeno po 30 min inkubacije pri 25 °C

dAsz (%)
VINO TOPILO
30 min 60 min 120 min 300 min 1440 min

Acetat pH 5,25 162 181 206 237 301
malvazija

Metanol 100 113 140 179 270

Acetat pH 5,25 253 289 328 380 479
laski rizling

Metanol 100 119 145 202 337

Acetat pH 5,25 268 310 354 396 463
rumeni muskat

Metanol 100 134 176 226 337

Acetat pH 5,25 159 175 190 211 258
modri pinot

Metanol 100 116 130 152 208

Acetat pH 5,25 159 174 191 216 264
modra frankinja

Metanol 100 116 132 157 208

Acetat pH 5,25 143 157 172 192 227
refosk

Metanol 100 115 130 151 194

dAsyo (%) smo normalizirali na dAsy po 30 min inkubacije v MeOH z matemati¢no zvezo
25, enako kot pri modelnih antioksidantih (preglednica 12).

Iz preglednice 13 je razvidno, da vsa vina kaZejo bolj poCasno kinetiko, vendar smo
opazili, da je ta Se nekoliko pocasnejsa pri belih vinih kot pri rdecih. Pri vseh vzorcih se je
izkazalo, da acetatni pufer pH 5,25 bistveno vpliva na kinetiko reakcije radikala DPPH" z
vini oz. v vinih prisotnimi antioksidanti in, da v tem mediju reakcija poteka za vse vzorce
bistveno hitreje. Pri belih vinih smo po 30 min doloc¢ili vrednost dAsyp najmanj 60 % vecjo
v acetatu pH 5,25 kot v metanolu, kjer je bilo za enako dAs; potrebno vzorec inkubirati
najmanj 5 h. Pri rdec¢ih vinih pa smo po 30 min v acetatu pH 5,25 dolo¢ili najmanj 43 %
vecjo dAsy kot v metanolu. Tudi tu je bilo za primerljivo dAsy) v metanolu vzorce
inkubirati majmanj 5 h.
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4.4 VPLIV KONCENTRACIJE ANTIOKSIDANTOV IN RAZREDCITVE VIN V
TESTU NA DOLOCENO ANTIOKSIDATIVNO AKTIVNOST VZORCEV
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Slika 14: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in koncentracije troloxa v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C

S slike 14 je razvidno, da po 60 minutah inkubacije troloxa in DPPH’ v acetatnem pufru in
metanolu prakti¢no ni razlik. V obeh topilih opazimo proporcionalno narascanje dAs z
naras¢ajo¢o koncentracijo troloxa. Do priblizno 90 % redukcije radikala DPPH’ je krivulja
narascanja dAspo linearna. Pri vecjih testiranih koncentracijah troloxa, ko se porabi ves
DPPH’, se absorbanca s koncentracijo ne spreminja vec.
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Slika 15: Grafiéni prikaz vpliva topila in koncentracije katehina v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanj$anje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C

Za razliko od troloxa (slika 14) smo pri katehinu opazili veliko razliko med acetatnim
pufrom in metanolom (slika 15). Razvidno je nelinearno naras¢anje dAsyy z narascajoco
koncentracijo katehina v testu. Razmerje med dAsyy v acetatu in dAsy) v metanolu se z
nara$¢ajoco koncentracijo katehina v testu manjsa.



Bertalani¢ L. Vpliv topila na doloc¢eno antioksidativno aktivnost vin in modelnih antioksidantov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011 53

1
0,9
0.8 &
0.7
0.6

‘

J

0

E | ¢

40,5
0.4 ®
0.3 lad

0.2

0.1 ﬁ

0 i T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Koncentr acija kaftarne kisline (umol/L)

dA.,

@ AcetatpH 5.25
MM etanol

e

N
Lal

Slika 16: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in koncentracije kaftarne kisline v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanj$anje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C

Pri kaftarni kislini za razliko od katehina (slika 15) opazimo, da je razmerje med dAs v
metanolu in acetatu pH 5,25 bolj ali manj konstantno (slika 16). V analiziranem
koncentracijskem obmocju opazimo tudi linearnonarasc¢anjedAs,) z narascajoCo
koncentracijo antioksidanta v testu.
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Slika 17: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in koncentracije Zveplovega dioksida v testu na redukcijo radikala
DPPH’, izmerjeno kot zmanj$anje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Prav tako kot pri katehinu (slika 15) smo tudi pri SO, opazili, dadAsy ne narasca linearno
z narascajoco koncentracijo SO; v testu (slika 17). Tako v metanolu kot v acetatnem pufru
pH 5,25 smo opazili, da ima krivulja sigmoidno obliko. Pri zelo majhnih koncentracijah
SO, je naklon krivulje manjsi, v srednjem delu krivulje najvecji, pri vecjih koncentracijah
pa zopet manjsi, Ceprav se ves DPPH" $e ni porabil. Zaradi dokaj nenavadnih rezultatov
smo eksperiment veckrat ponovili, a dobili enake rezultate. Podrobnejsa analiza dAs;g pri
majhnih koncentracijah, je prikazana v prilogi A2.

Poleg prikazanih antioksidantov smo naredili preizkus vpliva koncentracije antioksidantov
v testu na redukcijo radikala DPPH’ tudi za galno kislino, askorbinsko kislino in kavno
kislino. Rezultati teh so prikazani v prilogah B1, B2 in B3.
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Slika 18: Grafiéni prikaz vpliva topila in razred¢itve vina malvazija v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Slika 19: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in razred¢itve vina laski rizling v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanj$anje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Slika 20: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in razredCitve vina rumeni muskat v testu na redukcijo radikala
DPPH’, izmerjeno kot zmanj$anje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C

Na slikah 18, 19 in 20 je prikazan vpliv razredc¢itve belih vin in posledi¢no razli¢nih
koncentracij antioksidantov v testu, kjer je potekala redukcija radikala DPPH". Pri vseh
treh belih vinih smo v celotnem koncentracijskem obmocju dolocili ve¢jo antioksidativno
aktivnost v acetatnem pufru pH 5,25 kot v metanolu. Zveza med dAs;¢ in delezem vina v
testu ni popolnoma linearna. Pri manjsih razred¢itvah, ko je preostala koncentracija DPPH"
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v testu majhna, se naklon krivulje zmanjSa. V acetatnem pufru antioksidanti u¢inkoviteje
reagirajo in se porabi ve¢ DPPH’, zato je pri enakih razred¢itvah zmanjSanje naklona bolj
izrazito.
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Slika 21: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in razredGitve vina refosk v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Slika 22: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in razredgitve vina modri pinot v testu na redukcijo radikala DPPH’,
izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Slika 23: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in razred¢itve vina modra frankinja v testu na redukcijo radikala
DPPH’, izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C

Na slikah 22, 23 in 24 je prikazana odvisnost dAsyo od razredcitve rdecih vin. Tako kot pri
belih smo tudi pri rde¢ih vinih dolocili v acetatnem pufru pH 5,25 v vseh primerih vecjo
antioksidativno aktivnost kot v metanolu. Ceprav z ve&jim deleZzem vina v testu v vseh
primerih dolo¢imo vecjo dAsyg, zveza ni linearna. Naklon krivulje se pri razmerah, ko se
porabi vecji delez DPPH’, zmanjs$a. To $e dodatno potrjuje ugotovitve iz kineti¢nih $tudij,
kjer smo za vzorce vin ugotovili, da po 1 h Se ni dosezeno ravnotezno stanje.
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Preglednica 14: Vpliv topila na dolo¢eno molsko razmerje med radikalom DPPH" in modelnimi antioksidanti
pri ECso po 60 min inkubacije pri 25 °C

Molsko razmerje

ANTIOKSIDANT (DPPH :antioksidant) kvocient
Acetat pH 5,25  Metanol Nacetat 5,25/ Mmetanol
Katehin 5,6 1,9 2,9
Kaftarna Kkislina 2,3 1,8 1,3
Galna Kkislina 6,8 6,1 1,1
Kavna Kislina 2,4 2,1 1,1
Trolox 2,0 2,0 1,0
‘l:issll‘i‘:;bmka 2,0 2,0 1,0
SO, 0,6 0,2 2,6

Iz preglednice 14 je razvidno molsko razmerje med radikalom DPPH’ in posameznim
antioksidantom v acetatnem pufru pH 5,25 in v metanolu doloceno pri 50 % zmanjSanju
prvotne koncentracije radikala DPPH" (ECsg) ter razmerje med doloenim molskim
razmerjem v acetatu in molskim razmerjem v metanolu. Pri vseh modelnih antioksidantih
smo opazili, da je za enako ucinkovitost potrebna vecja koncentracija antioksidantov v
metanolu kot v acetatu, z izjemo askorbinske kisline in troloxa, kjer nismo opazili vpliva
topila na molsko razmerje med radikalom DPPH’ in antioksidantom. Najve¢je razlike med
metanolom in acetatom smo opazili pri katehinu in SO,. Prikatehinu smo dolo¢ili, da je v
acetatumolsko razmerje DPPH":katehin 5,6:1, v metanolu pa 1,9:1. Torej smo pri katehinu,
enako kot pri SO, dolo¢ili skoraj trikrat vec¢je molsko razmerje npppu/nao v acetatu kot v
metanolu. Pri askorbinski kislini in troloxu molska razmerja niso odvisna od koncentracije
antioksidanta v testu, medtem ko je pri vseh ostalih antioksidantih doloceno molsko
razmerje pri vec¢jih koncentracijah, manjse. To je Se predvsem opazno pri katehinu in SO,
kar pa je tudi prikazano v prilogah C1 in C2.
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Preglednica 15: Vpliv topila na dolo¢eno molsko razmerje med radikalom DPPH" in antioksidanti v vinih.
Doloc¢ena vsebnost antioksidantov v vinih je izrazena kot ekvivalenti troloxa (TE) v mmol/L, ki so doloceni
pri razred¢itvah, ki ustrezajo ECsopo 60 min inkubacije na 25 °C

VINO TE v vinih (mmol/L) kvocient
Acetat pH 5,25 Metanol TEqcetatpr 5,25/ TEmetanol
malvazija 1,4 0,7 2,0
laski rizling 1,6 0,7 2,5
rumeni muskat 2,9 1,1 2,6
modri pinot 18,0 11,0 1,6
modra frankinja 15,0 9,5 1,6
refosk 20,0 13,0 1,5

Ocena TE(ekvivalenti troloxa) v preglednici 15 prikazuje doloCeno vsebnost
antioksidantov v vinih v odvisnosti od topila pri 50 % zmanj$anju prvotne koncentracije
radikala DPPH’. Kot standard smo uporabili trolox in rezultate podali v TE (mmol/L). Pri
vseh vinih smo dolocili ve¢jo antioksidativno ucinkovitost antioksidantov v acetatnem
pufru pH 5,25 kot v metanolu. Razlike so bile vecje pri belih vinih kot pri rdecih. Pri belih
vinih smo dolo¢ili 2-do 2,6-krat vecjo vsebnost antioksidantov v acetatu kot v metanolu,
pri rdecih vinih pa 1,5-do 1,6-krat vecjo kot v metanolu. Molsko razmerje med acetatom in
metanolom se je z naraScajoco vsebnostjo vina v testu in posledicno vecanjem
koncentracije antioksidantov v testu, pri vseh vinih zmanjSevalo. Rezultat je najverjetneje
posledica dejstva, da je zaradi veéje reaktivnosti antioksidantov in DPPH’ v acetatnem
pufru preostala koncentracija DPPH" manjsa, kar rezultira v zmanjSanju reakcijske hitrosti
v primerjavi, ko je koncentracija DPPH’ veéja.



Bertalani¢ L. Vpliv topila na doloc¢eno antioksidativno aktivnost vin in modelnih antioksidantov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011 60

45 VPLIV DELEZA VODE IN PUFRA V MESANICI Z METANOLOM NA
DOLOCENO ANTIOKSIDATIVNO UCINKOVITOST KATEHINA
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Slika 24: Grafi¢ni prikaz vpliva topila na dolo¢eno molsko razmerje med radikalom DPPH’ in katehinom po
60 min inkubacije pri 25 °C

Na sliki 24 je prikazan vpliv deleza vodne faze (mQ voda ali acetatni pufer) v testu na
molsko razmerje med radikalom DPPH’ in katehinom. V Cistem metanolu (kar prikazuje
prva tocka, kjer ni dodane vode ali acetatnega pufra) smo dolocili najmanjSe molsko
razmerje med katehinom in radikalom DPPH’. Ugotovili smo, da se z veanjem deleZa
vodne faze v testu ve¢a tudi molsko razmerje DPPH /katehin. Se vegje vrednosti pa smo
dobili v acetatnem pufru pH 5,25 kot v vodi. S 50 % delezem vode v metanolu smo
dolo¢ili molsko razmerje med radikalom DPPH’ in katehinom 4,3, s 50 % delezem acetata
pa kar 5,8, medtem ko smo v Cistem metanolu dolo¢ili molsko razmerje DPPH /katehin le
priblizno 2,6. Ze v meSanici metanola z dodanim 2 % acetata smo dosegli skoraj 1,6-krat
vedje molsko razmerje DPPH /katehin kot v ¢istem metanolu.
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4.6 DOLOCANJE KONCENTRACIJE SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN V VINIH

4.6.1 Dolocanje skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom
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Slika 25: Grafi¢ni prikaz umeritvenih krivulj za modelne antioksidante po metodi za dolo¢anje koncentracije
skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom

Na sliki 25 so prikazane umeritvene krivulje za modelne antioksidante po Folin-Ciocalteu
metodi. V testiranem koncentracijskem obmocju smo za vse antioksidante dolo¢ili linearno
odvisnost A7z od koncentracije. Najvecji signal (A7¢s) pri enaki koncentraciji
antioksidanta smo dolocili za katehin, najmanjSega pa za trolox, kjer je naklonkrivulje
skoraj Stirikrat manj$i. Umeritvene krivulje, ki smo jih pripravili z modelnimi
antioksidanti, smo uporabili za vrednotenje vsebnosti polifenolov v vinih, ki smo jih
izrazali kot ekvivalent troloxaali ekvivalent galne kisline (preglednica 16).
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Slika 26: Grafi¢ni prikaz umeritvene krivulje za Zveplov dioksid po metodi za doloCanje koncentracije
skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom

Na sliki 26 je prikazana absorbanca pri 765 nm (A7ss) kot funkcija koncentracije SO, v
Folin-Ciocalteu (FC) testu. Za razliko od ostalih testiranih antioksidantov pri SO, ne
opazimo linearne odvisnosti v celotnem koncentracijskem obmocju. Pri koncentracijah do
400 pmol/L SO, v testu, je odziv zelo majhen. Pri vecjih koncentracijah pa je naklon
krivulje precej vecji in konstanten. Majhen odziv pri majhnih koncentracijah smo dolocili
tudi v DPPH testu.
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Slika 27: Grafi¢ni prikaz umeritvenih krivulj za izbrana vina po metodi za doloc¢anje koncentracije skupnih
fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom

Na sliki 27 so prikazane umeritvene krivulje za bela in rdeca vina po Folin-Ciocalteu
metodi. Tako kot pri modelnih antioksidantih smo tudi za vina dolo€ili linearen odziv v
celotnem koncentracijskem obmocju. Rezultati se skladajo z meritvami AOP, saj smo za
vino sorte malvazija dolocili najmanjs$i odziv (A7es), za refosk pa najvecji pri enaki
razredCitvi vina.
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Preglednica 16: Koncentracija skupnih fenolnih spojin v izbranih vzorcih vin dolo¢ena s Folin-Ciocalteu
metodo in izrazena kot ekvivalenti galne kisline (GAE, mmol/L) in ekvivalenti troloxa (TE, mmol/L)

VINO GAE (mmol/L) TE (mmol/L)
laski rizling 1,7 4,5

malvazija 1,3 33

rumeni muskat 2,8 7.3

refosk 15,0 39,4

modri pinot 11,8 30,9

modra frankinja 10,2 26,8

Koncentracijo skupnih fenolnih spojin v vinih smo dolo¢ili s pomo¢jo umeritvenih krivulj,
pripravljenih z galno kislino in troloxom (slika 25). S preglednice 16 je razvidno, da
vsebuje pri rde¢ih vinih najve¢ fenolnih spojin vino sorte refosk, pri belih vinih pa vino
sorte rumeni muskat, v katerem smo dolocili skoraj dvakrat ve¢ skupnih fenolnih spojin
kot v ostalih belih vinih.
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4.6.2 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v vinih z merjenjem absorbance v UV delu
spektra
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Slika 28: Grafi¢ni prikaz absorbcijskih spektrov izbranih vin v UV delu spektru za dolocanje vsebnosti
skupnih fenolnih spojin v vinih

Za spojine z aromatskim obrocem je znacilno, da absorbirajo svetlobo v UV delu spektra
(Waterhouse, 2002). Modelni polifenoli, ki so prisotni tudi v vinih imajo absorpcijske
maksimume v obmocju od 260 do 350 nm (priloga D). Vsa vina moc¢no absorbirajo v UV
delu spektra, vendar rdeca bolj kot bela, kar se sklada z vec¢jo vsebnostjo polifenolov in
antioksidantov v vinih. Razvidno je tudi, da se absorpcijski spektri razlikujejo, kar kaze na
razlike v polifenolni sestavi. Laski rizling ima pri 320 nm prakticno enako absorbanco kot
pri 280 nm, kar bi lahko kazalo na relativno veliko vsebnost derivatov kavne kisline v
primerjavi z nekaterimi drugimi antioksidanti (priloga D).
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Preglednica 17: Vrednosti absorbance izmerjene pri 280 nm in izrazene v absorbancnih enotah (AU).
Absorbance so bile pomerjene v razred¢enih raztopinah, vrednosti AU so izracunane iz ustreznih razredcitev

VINO R (kon¢ni razredcditveni faktor) Aszgo (AU)
lasKi rizling 20 7,94
malvazija 20 8,39
rumeni muskat 20 10,68
refosk 100 64,04
modri pinot 100 45,67
modra frankinja 100 44,03

V preglednici 17 so prikazane vrednosti absorbanc vzorcev pri 280 nm, vin izrazene v AU
ob upostevanju razred¢itvenega faktorja. Ce jih primerjamo s preglednico 17 lahko
opazimo, da si vzorci vin sledijo v enakem zaporedju po vsebnosti skupnih fenolnih
spojin.Izjema je par laski rizling:malvazija, kjer smo za laski rizling pomerili manjSo
absorbanco pri 280 nm kot pri vinu sorte malvazija, Ceprav je vsebnost polifenolov vecja.
Mozno je, da laski rizling vsebuje ve¢ polifenolov z velikim molarnim ekstinkcijskim
koeficientom pri valovnih dolzinah nad 300 nm, kot je razvidno na sliki 28.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo proucevali predvsem vpliv acetanega pufra kot topila v reakcijski
mesanici z metanolno raztopino radikala DPPH’ na dolocanje antioksidativnega potenciala
(AOP).

Najprej smo okarakterizirali izbrana vina, v katerih smo dolocali polifenolne spojine in
skupne antioksidante. Vzorcem izbranih vin smo izmerili pH in jim dolo¢ili koncentracijo
zveplovega dioksida. Zveplov dioksid, ki ga v vino dodajajo zaradi mikrobioloske
stabilizacije in prepreCevanja porjavenja, je dober reducent (Plahuta, 2004; Bavcar, 2006).
Prosti in skupni SO; v vinih smo dolocali po Ripperjevi metodi, ki temelji na oksidacijsko-
redukcijski reakciji z raztopino joda. To¢nost metode je +7 mg/L za skupni SO, (KoSmerl
in Ka¢, 2007). Najvecjo koncentracijo zveplovega dioksida smo dolo¢ili v vinu sorte
rumeni muskat in najmanjSo v vinu sorte refosk. Rezultati meritev, kjer smo za vsa
analizirana rdeca vina dolocili manjSe koncentracije kot za bela vina, se skladajo z
enolosko prakso, da so bela vina, ki vsebujejo manj antioksidantov, bolj Zveplana od
rdecih.

AOP vin in modelnih antioksidantov smo dolocali v razli¢nih topilih. Ker smo AOP in
molsko razmerje DPPH :antioksidant dolocali iz Beer-Lambertovega zakona (Molyneux,
2004), je bilo potrebno preveriti, ali se molarni absorpcijski koeficient pri 520 nm v
razli¢nih topilih razlikuje. Dodatek acetatnih in fosfatnih pufrov s pH 4,75 in 5,75 je le
malo vplival na absorbanco, medtem ko je bila absorbanca v pufrih z nizjim pH za nekaj
odstotkov manj$a od absorbance v metanolu. Studij stabilnosti DPPH" v omenjenih puftih
je razkril, da je manjSa izmerjena absorbanca lahko tudi posledica relativno hitre
razgradnje radikala v raztopinah z nizjim pH, medtem ko je bila stabilnost v metanolu
boljsa.

Za samo meritev v razlicnih medijih je zelo pomembno tudi, da je absorbanca reduciranega
produkta (DPPH,) ¢im manjsa, saj se pri vrednotenju antioksidativnega ucinka absorbanca
nastalega produkta najveckrat zanemari. Pri metanolu dosega rezidualna absorbanca
(DPPH,) manj kot 4% absorbance ekvimolarne koncentracije DPPH’, v meSanici z
acetatom pH 5,75 pa 7%. Razlika je manj$a pri pufrih z nizjim pH. Da ima pH velik vpliv
na absorbanco DPPH,, posebej v bazi¢nih raztopinah, so predhodno Ze opazili (Friaa in
Brault, 2006). Kot kompromis med relativno dobro stabilnostjo radikala in ¢im manj$im
vplivom rezidualne absorbance smo se odlocili, da bomo vecino eksperimentov opravili v
mesanici metanola in acetatnega pufra pH 5,25. Acetatne pufre so v preteklosti Ze
uporabljali za dolo¢anje AOP z DPPH" (Al-Dabbas in sod., 2006; Sharma in Bhat, 2008;
Noipa in sod., 2011).
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Pri Studiju vpliva topil na dolocen AOP smo absorbanco reakcijskih meSanic pri 520 nm
merili po 30 min, 60 min, 120 min, 300 min in 1440 min. Vrednosti dAsyo, ki ponazarjajo
spremembo absorbance pri 520 nm zaradi redukcije radikala DPPH’, smo preracunali v
odstotke glede na vrednosti dAsy;y po 30 min inkubacije v metanolu, kar predstavlja
standarne pogoje pri analizi antioksidantov z DPPH’. Za vse antioksidante, razen za trolox
in askorbinsko kislino, ki sta tako imenovana "hitra" antioksidanta, in za vsa vina, smo
ugotovili, da v meSanici metanola in acetatnega pufra pH 5,25 dolo¢imo vecjo dAsy kot v
metanolu za vse merjene Case. Pri vseh vinih je reakcija med DPPH’ in antiokidanti v
metanolu morala potekati najmanj 300 minut, da smo izmerili enako dAs;¢ kot v meSanici
acetata in metanola po 30 minutah. Dejstvo, da za askorbinsko kislino in trolox nismo
zaznali povecane hitrosti v pufru, ne pomeni, da tu reakcija ne poteka hitreje, ampak le, da
je tu po tridesetih minutah Ze dosezeno ravnotezno stanje. Pove¢ano dAs;y za askorbinsko
kislno po 24 urah lahko pripiSemo tvorbi razgradnih produktov dehidroaskorbinske kisline,
ki imajo antioksidativne lastnosti (Wechtersbach in sod., 2012).

Analizirali smo tudi vpliv pH acetatnih pufrov (od pH 3,75 do pH 5,75) na hitrost reakcije.
Za vsa vina in ve¢ino antioksidantov smo ugotovili, da pri najvi§jem analiziranem pH po
60 minutah dolo¢imo najvecji dAsy. Dejansko pri teh pogojih zreagira Se ve¢ DPPH™ kot
pa je razvidno iz dAsy), saj je pri tem pH rezidualna absorbanca DPPH, najvecja.
Povecanje hitrosti v medijih, ki povzro¢ajo deprotonacijo redoks aktivnih fenolnih skupin
so predhodno Ze opazili, kakor tudi dejstvo, da nakisanje reakcijskega medija lahko moc¢no
upocasni reakcijo med DPPH’ in antioksidantom (Musialik in sod., 2008; Noipa in sod.,
2011).

Kot je razvidno iz objav v literaturi so ze drugi avtorji veliko pozornost posvecali
ugotovitvi, da nekateri antioksidanti hitreje reagirajo s prostim radikalom DPPH’ in drugi
pocasneje (Terpinc in Abramovic¢, 2010; KoSmerl in Cigi¢, 2008; Sharma in Bhat, 2008;
Brand-Williams in sod., 1995, Miklav¢ic, 2008). Posledi¢no je tudi vprasljiv ¢as inkubacije
pri metodi DPPH, ki je v vecini primerov 30 do 60 min inkubacije v metanolu. Glede na
rezultate v diplomski nalogi je vprasljiva tudi uporaba Cistega metanola kot medija za
DPPH test, saj reakcije v prisotnosti vodnih pufrov potekajo bistveno hitreje.
Antioksidanti, ki smo jih analizirali, so polarni in stabilizirajo proste radikale v vodnih
medijih, zato tudi rezultati analiz, ki jih opravimo v vodnih pufrih, bolj odrazajo realno
ucinkovnaje antioksidantov v matriksih, kjer se nahajajo.

V diplomski nalogi smo tudi testirali kolikSen je vpliv deleza vode in acetatnega pufra pH
5,25 v meSanici z metanolom na doloCeno antioksidativno ucinkovitost katehina. Iz
rezultatov (slika 24) je razvidno, da se z veCanjem deleza polarne faze v testu veca tudi
dolo¢eno molsko razmerje med radikalom DPPH" in katehinom (po 1 uri). Dodatek
acetatnega pufra ima precej ve€ji vpliv, saj ze pri 2% delezu v meSanici z metanolno
raztopino DPPH’ doseZemo enak uc¢inek kot s 50% delezem mQ vode. Tudi ta
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eksperimentalna ugotovitev se sklada z rezultati predhodnih $tudij, da reakcije potekajo
hitreje v topilih, ki pospesujejo ionizacijo fenolne skupine (Noipa in sod., 2011).

Reakcija med DPPH’ in ve¢ino modelnih antioksidantov ter vsemi vini po 60 minutah Se
vedno ni koncana. Posledi¢no v razmerah, ko se koncentracija preostalega DPPH" zelo
zmansja, reakcija poteka pocasneje, kot v razmerah, ko se je le malo radikala porabilo.
Zaradi tega v reakcijah, ki niso kineti¢no zakljuCene, ne opazimo linearne zveze med
koncentracijo antioksidantov v testu in dAsjg. Nase ugotovitve lahko primerjamo z ostalimi
avtorji, ki so tudi ugotovili, da kinetika reakcije antioksidantov z radikalom DPPH" ni
linearno odvisna od koncentracije DPPH’, zato je podajanje rezultatov s parametrom EC50
lahko problemati¢no (Karadag in sod., 2009; Prior in sod., 2005).

Med vsemi antioksidanti smo najbolj zanimive rezulatate dobili pri SO,. Tako pri
dolo¢evanju AOP z DPPH’ kot pri dolo¢evanju skupnih fenolov s Folin-Ciocalteau
reagentom pri majhnih koncentracijah antioksidanta SO, praktiéno nismo zaznali
reaktivnosti v testu. Pri ve¢jih koncentracijah smo za FC test zaznali linearno povecanje
A76s , medtem ko smo pri DPPH testu zaznali sigmoidno obliko krivulje, saj se je pri vec¢jih
koncentracijah naklon krivulje precej bolj zmanjSal kot pri ostalih antioksidantih. Vpliv
topila na izmerjen AOP je bil pri SO, najbolj izrazit (tudi pri katehinu), saj smo pri
razmerah ECsy v meSanici acetata in metanola dobili enak signal pri trikrat manjsi
koncentraciji SO, kot je bila ta v metanolu. Vsaj del dolo¢enega AOP belih vin lahko
pripiSemo SO,, Se posebej zato, ker smo za bela vina ugotovili, da na doloceno
antioksidativno aktivnost zelo vpliva dodatek acetatnega pufra v reakcijski medij. Pri SO,
smo opazili tudi moc¢no izrazito pH odvisnost dolo¢enega AOP, ki je bil pri pH 5,75 enkrat
vecji kot pri pH 3,75. Taksni rezultati se tudi skladajo z literaturnimi podatki, da ima
antioksidativno aktivnost predvsem sulfitna oblika, ki prevladuje pri pH nad 7,18
(Kosmerl, 2000; Rotter, 2009). Ob upostevanju razredCitev v testu in dolocene
koncentracije SO, v vinih pa lahko kljub vsemu sklepamo, da SO, le malo vpliva na
doloc¢en AOP tudi pri belih vinih.

Koncentracijo skupnih fenolnih spojin smo dolo€ili s Folin-Ciocalteu reagentom in
rezultate izrazili kot ekvivalente galne kisline (mmol/L) in kot ekvivalente troloxa
(mmol/L). Primerjali smo umeritvene krivulje tudi za ostale modelne antioksidante in
ugotovili, da je umeritvena krivulja s kavno kislino najbolj podobna umeritveni krivulji z
galno kislino, medtem ko ima s troloxom umeritvena krivulja manjSi naklon in s
katehinom vecji. Temu primerno bi dolocili tudi vecjo ali manjSo koncentracijo skupnih
fenolnih spojin. Najvec¢jo koncentracijo skupnih fenolnih spojin med rdefimi vini smo
dolo¢ili v vinu sorte refosk, med belimi vini pa v vinu sorte rumeni muskat. Ce primerjamo
vrednosti koncentracije skupnih fenolov v vinih, pridobljene s Folin-Ciocalteu metodo
(preglednica 16) in vrednosti TE (mmol/L) (preglednica 15), pridobljene z DPPH metodo,
opazimo, da si sorte vin sledijo po enakem zaporedju po vsebnosti skupnih fenolnih spojin
in antioksidativni u¢inkovitosti antioksidantov v vinih. S tem lahko potrdimo trditev, da je
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v povezavi z vecjo vsebnostjo skupnih fenolov, znacilno vecji tudi antioksidativni
potencial (Kosmerl in sod., 2005).

KonkretnejSo primerjavo antioksidacijskega delovanja polifenolov v izbranih vinih,
dolocenega z DPPH metodo v acetatu pH 5,25 in v metanolu ter s Folin-Ciocalteu metodo,
smo prikazali v prilogah E1 in E2. Rezultate smo normalizirali na dva standarda, in sicer
na trolox(mmol/L) in na galno kislino (mmol/L). Iz rezultatov je razvidno, da smo pri vseh
vzorcih vin, ne glede na standard, dolocili vecje vsebnosti antioksidantov s Folin-Ciocalteu
metodo kot z DPPH metodo, pri kateri pa smo dolocili vecje vsebnosti antioksidantov v
acetatnem pufru pH 5,25 kot v metanolu.



Bertalani¢ L. Vpliv topila na dolo¢eno antioksidativno aktivnost vin in modelnih antioksidantov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011 71

5.2 SKLEPI

e Acetatni pufer v meSanici z metanolom le malo vpliva na ekstinkcijski koeficient
radikala DPPHpri 520 nm.

e Radikal DPPH’ je najbolj stabilen v metanolu. Slabsa je stabilnost v meSanici pufra
in metanola pri vrednosti pH manj kot 4.

e DPPH,, reducirana oblika DPPH’, ima ve¢ji molarni absorpcijski koeficient pri 520
nm v mesanici metanola in acetatnega pufra kot v metanolu. V obmocju od pH od
3,75 do 5,75 je molarni absorpcijski koeficient vecji pri visjem pH. Posledica vecje
rezidualne absorbance DPPH, pri 520 nm je, da ob uposStevanju Beer-
Lambertovega zakona, dolo¢imo manjsi AOP oziroma vecji ECsp, Ce ne
upostevamo rezidualne absorbance.

e Pri vecini antioksidantov kot tudi pri vseh izbranih vinih je hitrost reakcije med
antioksidanti in DPPH" vegja pri vi§jem pH, medtem ko je pri galni kislini hitrost
veéja pri nizjem pH topila. Na reakcijo askorbinske kisline in troloxa z DPPH'v
merjenem ¢asovnem intervalu (prva tocka po 30 min) pH nima vpliva.

e Vzorce vin in ve¢ine modelnih antioksidantov v meSanici z radikalom DPPH’ bi
bilo potrebno desetkrat daljsi cas inkubirati v MeOH, da bi dosegli enake vrednosti
dAsykot v acetatu pH 5,25 po 30 min. Reakcija DPPH" z askorbinsko kislino in
troloxom je dosegla ravnoteZzno stanje ze v prej kot 30 min, zato razlik med
topiloma nismo opazili.

e Pri vecini antioksidantov kot pri vseh vinih ni bilo linearne odvisnosti dAsyy od
koncentracije antioksidanta v testu. Linearna zveza se je pokazala le pri askorbinski
kislini in troloxu ter pri kaftarni kislini v analiziranem koncentracijskem obmocju.

e Doloceno molsko razmerje DPPH :antioksidant v acetatu pH 5,25 inMeOH se je pri
vecini modelnih antioksidantov in vin zmanjSevalo s koncentracijo, razen pri
askorbinski kislini in troloxu.

e Za vse modelne antioksidante kot tudi vsa vina smo dolocili ve¢jo molsko razmerje
npppr-Maop0 60 min inkubaciji pri 25 °C v acetatu pH 5,25 kot v metanolu, razen
pri askorbinski kislini in troloxu, kjer razlik ni bilo.

e Dolocena antioksidativna ucinkovitost katehina narasca z vecanjem delezem vode v
testu, Se vecje rezultate kot v vodi pa smo dobili v acetatnem pufru pH 5,25,
najmanjse vrednosti pa smo dolo¢ili v ¢istem metanolu.

e Najvecjo koncentracijo skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu(FC) metodo smo
dolo¢ili v vinu sorte refosk in najmanjSo v vinu sorte malvazija.

e Najvecjo koncentracijo SO,, ki lahko vpliva na vrednosti rezultatov FC metode, kot
tudi DPPH metode, smo dolocili v vinu sorte rumeni muskat in najmanj$o v vinu
sorte refosk.

e S FC metodo dolo¢imo vecjo vsebnost antioksidantov v vinih kot z DPPH metodo.
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6 POVZETEK

V diplomski nalogi smo kot vzorce uporabili tri vrhunska bela vina sort rumeni muskat,
laski rizling, in malvazija ter tri vrhunska rdeca vina sort refosk, modri pinot in modra
frankinja. Uporabili smo prav tako modelne antioksidante, in sicer askorbinsko kislino,
trolox, katehin, kavno kislino, kaftarno kislino, galno kislino in Zveplov dioksid.

Da bi delo izvedli ¢im bolj uspesno, smo vina kot tudi razlicna topila najprej
okaraterizirali. Preverili smo namre¢ vpliv posameznega topila na molarni ekstinkcijski
koeficient radikala DPPH" pri 520 nm in ugotovili, da je acetatni pufer zelo primeren za
uporabo pri metodi DPPH. Vzorcem vin smo dolocili koncentracijo SO, in barvne
parametre ter posneli absorpcijski spekter vin v UV in vidnem delu spektra. Za primerjavo
rezultatov metode DPPH, smo dolo¢ili vzorcem vin tudi koncentracijo skupnih fenolnih
spojin s Folin-Ciocalteu metodo in z metodo merjenja absorbance fenolnih spojin v UV
spektru. Pri Folin-Ciocalteu metodi smo glede na galno kislino in trolox dolocili vinu sorte
refosk najvecjo koncentracijo skupnih fenolov in vinu sorte malvazija najmanjSo.
Ugotovili smo tudi, da bi glede na umeritveno krivuljo s troloxom kot standardom dolo¢ili
bistveno vecjo koncentracijo skupnih fenolnih spojin v vinih, glede na katehin pa manjso
koncentracijo kot z galno kislino, kar je posledica razlicnih naklonov umeritvenih krivulj.
Vecje rezultate antioksidativne aktivnosti vin dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo kot z
DPPH metodo.

Namen diplomske naloge je bil predvsem prouciti vpliv vrste in pH topila na hitrost
reakcije antioksidantov z DPPH’ in na dolo¢eno molsko razmerje DPPH :antioksidant.V
preizkusu smo uporabili dve reakcijski zmesi, in sicer enkrat meSanico metanolne
raztopine 100 uM DPPH’" s 50 % delezem 50 mM acetatnega pufra razliénih pH vrednosti
in drugi¢ meSanico 95 % metanolne raztopine 100 uM DPPH’ in 5 % vode. Najprej smo
ugotovili, da jepri vecini modelnih antioksidantov kot tudi pri vseh vinih dolocena
antioksidativna ucinkovitost antioksidantov vecja v pufrih z vi§jim pH. Najmanjse razlike
med pH topil so se izkazale pri katehinu in kavni kislini, medtem ko pri askorbinski kislini
in troloxu vpliva pH nismo zasledili. Prav tako smo ugotovili, da produkt reakcije, DPPH,,
najvec svetlobe absorbira pri pH 5,75, in sicer kar dvakrat vec kot v metanolu, kar bi lahko
vplivalo na kon¢ni rezultat o antioksidativni ucinkovitosti antioksidantov in vin. Pri
ugotavljanju vpliva topila na hitrost reakcije antioksidantov in vin z radikalom DPPH’, smo
prisli do zakljucka, da je bila reakcija bistveno hitrejsa v acetatnem pufru izbrane vrednosti
pH 5,25 kot v metanolu pri vseh standardih in vinih, razen pri askorbinski kislini in
troloxu, kjer razlik med topiliv merjenem casovnem intervalu ni bilo. Tudi dolocena
antioksidativna ucinkovitost modelnih antioksidantov in vseh vzorcev vin je bila vecja v
acetatnem pufru kot v metanolu, razen pri askorbinski kislini in troloxu, kjer so bili
rezultati v obeh topilih enaki. Ker se podatek o antioksidativni ucinkovitosti ponavadi
podaja kot vrednost ECs,, smo Zeleli preveriti koncentracijsko odvisnost dAsyg in ugotovili,
da pri vecini antioksidantov kot tudi pri vseh vinih ni linearne zveze med koncentracijo
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antioksidanta v testu in dAsyg, razen pri askorbinski kislini, troloxu in kaftarni kislini.
Molsko razmerje DPPH :antioksidant pri ECso po 1 h je pri ve€ini antioksidantov kot tudi
pri vseh sortah vin vecje v acetatnem pufru pH 5,25 kot v metanolu. Pri katehinu in SO, je
bilo namre¢ to razmerje kar priblizno trikrat vecje v acetatu kot v metanolu. Pri vinih pa
smo molsko razmerje DPPH :antioksidant izrazili kot TE (mmol/L) in doloéili, da je bil pri
belih vinih najmanj dvakrat vecji v acetatu pH 5,25 kot v metanolu, pri rdecih pa najmanj
1,5-krat vecji v acetatu kot v metanolu. Na doloc¢eno antioksidativno aktivnosti katehina pa
smo tudi preverili vpliv deleza vode in 100 mM acetatnega pufra pH 5,25 v meSanici z
metanolom in prisli do ugotovitve, da dolocena antioksidativna ucinkovitost katehina
narasca z naraS¢ajo¢im deleZem vode v testu, Se vecje rezultate kot v vodi pa smo dobili v
acetatnem pufru pH 5,25.

Zakljucili bi lahko s trditvijo, da je za dolocCanje antioksidativne aktivnosti vin kot tudi
modelnih antioksidantov v vseh pogledih primernejSa uporaba acetatnega pufra v mesanici
z metanolom kot uporaba Cistega metanola. Tako dolo¢imo predvsem antioksidantom, ki
reagirajo z DPPH" pocasi,ve¢jo antioksidativno ucinkovitost v krajsem cCasu tertako
najverjetneje doloCimo realnejSe rezultate, saj so antioksidanti prisotni v vinih vodotopni in
ucinkujejo v polarnih topilih.
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PRILOGE

Priloga A 1:Maksimalne vrednosti kemijskih parametrov, ki so zahtevane pri posameznih kakovostnih
razredih vin, ki so pridelana ali se trzijo na ozemlju Republike Slovenije, ki jih predpisuje veljavni
Pravilnik (Pravilnik o pogojih..., 2004; Kosmerl in Kac¢, 2010).

Kemijski parameter Najvecja dovoljena koncentracija
suha
- : 160
rdeda vina (do 5 g/L red. sladkorjev)
Skupni SO (nad 5 g/L red. sladkorjev) 210
(mg/L) suha 110
bela in rose (do 5 g/L red. sladkorjev) -
vina
(nad 5 g/L red. sladkorjev) 260
. . 180 /40 140 /35
vrhunsko vino (do 7 g/L red. sladkorjev ) (bela in rose) (rdeca)
ZGP . . 240/ 45 180/40
(nad 7 g/L red. sladkorjev ) (bela in rose) (rdeca)
vihunsko vino ZGP ]
Skupni / prostt 50, - pozna frgatev 300730
(mg/L) vrhunsko vino ZGP 35050
- izbor
vrhunsko ving ZGP 400/ 50
- jagodni izbor, ledeno vino, suli jagodni izbor T
barrique vino 16050 160740
q (bela in rose) (rdeca)
1
0.9
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Q
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Priloga A 2: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in majhne koncenracije SO, v testu na redukcijo radikala
DPPH’, izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Priloga B 1: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in koncentracije galne kisline v testu na redukcijo radikala
DPPH’, izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Priloga B 2: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in koncentracije askorbinske kisline v testu na redukcijo
radikala DPPH’, izmerjeno kot zmanj$anje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C
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Priloga B 3: Grafi¢ni prikaz vpliva topila in koncentracije kavne kisline v testu na redukcijo radikala
DPPH’, izmerjeno kot zmanjSanje absorbance pri 520 nm po 60 min inkubacije pri 25 °C

Priloga C 1: Vpliv topila na molsko razmerje med radikalom DPPH’ in katehinom pri doloCeni
koncentraciji katehina (umol/L) po 60 min inkubacije v acetatnem pufru pH 5,25 in v metanolu pri 25 °C

Acetat pH 5,25 Metanol kvocient
Koncentracija katehina . .

( umol /L) Npppy / Niatehin Npppy / Ngatehin Nycetat 5,25/ Nimetanol
3,1 6,1 2,3 2,7
4,7 6,0 2.4 2,5
9,3 5,5 2,2 2,5
14,0 4.8 2,1 2.3
18,6 472 2,0 2,1

23,3 3,6 1,9 1,9
279 3,1 1,8 1,7
32,6 2,6 1,8 1,5
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Priloga C 2: Vpliv topila na molsko razmerje med radikalom DPPH’ in Zveplovim dioksidom pri dolo¢eni
koncentraciji SO, (umol/L) po 60 min inkubacije v acetatnem pufru pH 5,25 in v metanolu pri 25 °C

Acetat pH 5,25 Metanol kvocient
Koncentracija n ‘/n n ‘/n n n
Soz(“mol/L) DPPH /11SO2 DPPH /11SO2 acetat 5,25/ 1metanol
36,3 1,8 0,5 3,5
54,5 1,9 1,1 1,7
109,0 1,9 1,0 1,9
163,5 1,5 0,8 1,8
218.0 1,2 0,7 1,7
272,5 1,0 0,6 1,6
327,0 0,9 0,5 1,6
3814 0,7 0,5 1,5

Priloga D 1: Valovne dolzine absorpcijskih maksimumov nekaterih posameznih polifenolov (Phenolic
standards, 2011)

FENOLNE SNOVI Amax V Obmo&ju od 260 do 360 nm
Kavna kislina 3242
Kaftarna kislina 329,0
Katehin 279,2
Galna kislina 272,1
Ferulna kislina 323,0
p-kumarna kislina 310,0




Bertalani¢ L. Vpliv topila na doloc¢eno antioksidativno aktivnost vin in modelnih antioksidantov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

45
40

b
h

<

h

TE (mmol/L)
i e S S
<

= Lh

EDPPH Acetat pH 5,25
m DPPH Metanol

B Folin-Ciocalteu

Priloga E I:
Primerjava antioksidativnega delovanja polifenolov, prisotnih v izbranih vinih, dolo¢enega z DPPH
metodo, enkrat v acetatu pH 5,25 in drugi¢ v metanolu ter s Folin-Ciocalteu metodo. Rezultati so
normalizirani na trolox in izrazeni kot TE v mmol/L
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Priloga E 2: Primerjava antioksidativnega delovanja polifenolov prisotnih v izbranih vinih, dolo¢enega z
DPPH metodo, enkrat v acetatu pH 5,25 in drugi¢ v metanolu ter s Folin Ciocalteu-jevo metodo. Rezultati
so normalizirani na galno kislino in podani v mmol/L



