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Hidroksicimetne kisline so fenilpropanoidni metaboliti rastlin in rastlinskih
proizvodov. Nahajajo se v sadju, zelenjavi, Caju in zeliS¢ih in imajo pomemben
vpliv na organolepticne lastnosti teh zivil. Da bi primerjali stopnjo urejenosti
lipidnega dvosloja smo izvedli meritve polarizacije in anizotropije fluorescence
difenilheksatriena (DPH) v prisotnosti lipidnih modelnih membran. Ugotovili smo,
da prisotnost ferulne, kavne in p-kumarne kisline poveca urejenost in zmanjSa
dinamiko alkilnih verig fosfolipidov v okolici DPH, dodatek stirenov ferulne, kavne
in p-kumarne kisline pa urejenost membrane zmanjSa. Z metodo diferencne
dinami¢ne kalorimetrije (DSC) smo spremljali fazne prehode majhnih enoslojnih
liposomov (ULV) iz dipalmitoil-fosfatidilholina (DPPC) ob prisotnosti kislin oz.
njihovih stirenov. Iz prve meritve smo dolocili temperaturo in entalpijo faznega
prehoda. Drugo meritev smo uporabili za oceno reverzibilnosti faznega prehoda
lipidov iz gel v tekoce neurejeno stanje. 1z DSC termogramov je razvidno, da
dodatek kavne, ferulne in p-kumarne kisline oz. njihovih stirenov povzroci znizanje
temperature predprehoda (T,') in temperature glavnega prehoda (Tn) in zniZanje
entalpije glavnega faznega prehoda (AH.y). Rezultati DSC meritev ucinka
posameznih hidroksicimetnih kislin in njihovih stirenov na ULV narejene iz DPPC
se ujemajo z rezultati dobljenimi z merjenjem polarizacije in anizotropije DPH.
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The hydroxycinnamic acids are phenylpropanoid metabolites commonly found in
plants and plant products. They are present in fruits, vegatables, tee and herbs and have
a significant effect on the sensory characteristics of plant-based foods. The stady-state
DPH polarisation and anisotropy measurments were performed to compare the level of
order in the lipid bilayer. Addition of ferulic, caffeic and p-coumaric acid increases the
ordering and decreases the dynamics of phospholipid alkyl chains in DPH
environment. Addition of styrenes of ferulic, caffeic and p-coumaric acid decreases the
ordering of lipid bilayer. Differential scanning calorimetry (DSC) measurements were
performed in order to track phase transitions of dipalmitoyl phosphatidylcholin (DPPC)
unilamellar vesicles (ULV) in the presence of ferulic, caffeic and p-coumaric acid and
their styrenes. The first DSC scan was used to obtain the temperature and the entalpy
of the phase transition. The second scan was used to assess the reversibility of the
phase transition. DSC thermograms show a decrease in temperature of phase
pretransitions (Tp,") and temperature of main phase transition (Ty,) as well as a decrease
of main phase transition entalpy (AHcal) in the presence of ferulic, caffeic and p-
coumaric acid and their styrenes. The results of DSC measurements of the effect of
individual hydroxycinnamic acids and their styrenes on ULV liposomes from DPPC
correspond with the results obtained by measuring the polarisation and anisotropy of
DPH.
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veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.......ccccvevieevieniierienienen. 32

Slika 31: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodano p-kumarno kislino v molskem
razmerju 1:1 po prvem in drugem merjenju. Koncna koncentracija DPPC

veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.....c.ccooviieeiiiiiiiiieeieens 32

Slika 32: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodanim stirenom ferulne kisline v
molskem razmerju 1:1 po prvem in drugem merjenju. Koncna koncentracija

DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0......ccccvveveveernnennee. 33

Slika 33: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodanim stirenom kavne kisline v
molskem razmerju 1:1 po prvem in drugem merjenju. Konéna koncentracija

DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.......ccccvveveveeennennee. 33

Slika 34: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodanim stirenom p-kumarne kisline v
molskem razmerju 1:1 po prvem in drugem merjenju. Konéna koncentracija

DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.......ccccvveveveernnennee. 34
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OkrajSave in simboli

CH holesterol

DPH difenilheksatrien (1,6-difenil-1,3,5-heksatrien)
DMF dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

DPPC 1,2-diheksadekanoil-sn-glicero-3-fosfoholin
DSC diferen¢na dinamicna kalorimetrija

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina
MLV veliki ve¢slojni liposomi (multilamellar vesicles)
POPC 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfoholin
POPE 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamin
POPS 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-[fosfo-L-serin]

ULV majhni enoslojni liposomi (unilamellar vesicles)
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1 UVOD

Fenolne spojine vplivajo na prehranske, organolepti¢ne in komercialne lastnosti rastlinskih
zivil. Med fenolne spojine sodijo tudi fenolne kisline, ki so aromatski sekundarni
metaboliti rastlin. Fenolne kisline so v zadnjem Casu postale predmet Stevilnih raziskav

predvsem zaradi svoje zasc¢itne vloge (Robbins, 2003).

Hidroksicimetne kisline, fenilpropanoidne rastlinske metabolite, pogosto najdemo v
rastlinah in Zivilih rastlinskega izvora (Marinova in sod., 2009; Vanbeneden in sod., 2006;
Laranjinha, 2002; Kroon in Williamson, 1999). Zanimive so zlasti zaradi razli¢nih
bioloskih in farmakoloskih aktivnosti, zlasti antioksidativih (Zhu in sod., 2006; Cheng in
sod., 2007). V naravi prevladujejo p-kumarna, ferulna in kavna kislina, ki so ve€inoma
vezane na polisaharide celi¢ne stene (Vanbeneden in sod., 2006; Rodriguez in sod., 2008).

Proste oblike se v naravi akumulirajo le izjemoma (Bengoechea in sod., 1995).

Hidroksicimetne kisline so poznane tudi kot prekurzorji za aromati¢ne sestavine rastlin, kot
so vanilin in 4-vinil gvajakol. Stireni, produkti dekarboksilacije hidroksicimetnih kislin, se
uporabljajo kot intermediati v biotehnoloski proizvodnji novih arom (Barthelmebs in sod.,

2000; Rosazza in sod. 1995; Ou in Kwok, 2004).

1. NAMEN DELA IN DELOVNA HIPOTEZA

V nalogi smo skusali ugotoviti, kako prisotnosti posameznih kislin in njihovih stirenov
vpliva na lastnosti umetnih lipidnih membran in prouciti vpliv temperature na fizikalne
lastnosti membran. Kot membranski model smo uporabili majhne enoslojne liposome
(ULV) in velike vecslojne liposome (MLV) iz zmesi lipidov POPC, POPE, POPS in CH in
ULV iz DPPC.

Predvidevamo, da ferulna, kavna in p-kumarna kislina ter njihovi stireni vplivajo na

fluidnost modelnih membran.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 FENOLI

Fenolne spojine so vse tiste spojine, ki imajo vsaj en aromatski obro¢ in najmanj eno ali
ve¢ -OH skupin direktno vezanih na aromatski obro¢. V naravi najdemo obicajne spojine z
ve¢ -OH skupinami, zato se je zanje uveljavilo tudi ime polifenoli (Abram, 2000). Pri
vi§jih rastlinah so identificirali ve¢ tiso¢ molekul s polifenolno strukturo, ve¢ sto pa jih
najdemo v uZitnih rastlinah. So sekundarni metaboliti rastlin, ki modulirajo aktivnost
Sirokega spektra encimov in celicnih receptorjev. Vkljueni so v obrambo pred
ultravijolicnim sevanjem in napadi patogenov (Manach in sod., 2004). Fenolne spojine
imajo velik vpliv na prehranske, organolepticne in komercijalne lastnosti zZivil rastlinskega
izvora. Njihovo uzivanje pozitivno vpliva na  zdravje, saj imajo antioksidativne,
antivirusne, antialergene, kardioprotektivne in antikarcinogene ucinke (Kadoma in

Fujisawa, 2008).

flavonoli

flavanoli

flavonoidi izoflawoni

flavanoni
antocianini

hidroksibenzoati

fenolne kisline /
\\ hidroksicinamati

FENOLNE SPOJINE

\ neflavonoidni polifenoli

Slika 1: Razdelitev rastlinskih fenolov (Rijken in sod., 2002).
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2.2 FENOLNE KISLINE

Fenolne kisline so aromatski sekundarni metaboliti prisotni v vseh rastlinah. Zaradi svoje
strukture sodijo med enostavne fenole (Giilgin, 2006). Termin fenolne kisline opisuje
fenole z eno karboksilno skupino. Fenolne kisline predstavljajo skoraj eno tretjino
prehranskih fenolov. Vplivajo na barvo, senzori¢ne, prehranske in antioksidativne lastnosti

zivil rastlinskega izvora.
Naravne fenolne kisline glede na zgadbo C obroca delimo na:
e hidroksicimetne kisline in

e hidroksibenzojske kisline (Rodriguez in sod., 2008).

2.3 HIDROKSICIMETNE KISLINE IN NJIHOVI STIRENI

Hidroksicimetne kisline so fenilpropanoidni metaboliti rastlin in rastlinskih proizvodov.
Poleg drugih funkcij so vklju¢ene tudi v biosintezo kompleksnejSih fenolnih snovi -
flavonoidov (Laranjinha, 2002). Nahajajo se v sadju, zelenjavi, ¢aju in zeli§¢ih in imajo
pomemben vpliv na organolepti¢ne lastnosti teh zivil. Prispevajo h grenkobi in astringenci,
zlasti pa k porjavenju sadja in pija¢ (Bengoechea in sod., 1995). Sintetizirajo se iz L-

fenilalanina in L-tirozina v Sikimatni poti (Zhu in sod., 2006).

Hidroksicimetne kisline so zanimive predvsem zaradi razlicnih bioloskih in farmakoloskih
aktivnosti, zlasti antioksidativne aktivnosti. Najbolj zastopane in najbolj raziskane so
kavna, ferulna in p-kumarna kislina. U¢inkovitost teh kislin kot antioksidantov je sledeca:
kavna kislina > ferulna kislina > p-kumarna kislina (Cheng in sod., 2007; Gumul in Korus,
2006; Kadoma in Fujisawa, 2008). Povezana je s tipom in Stevilom funkcionalnih skupin

vezanih na aromatski obro¢ (Karamac in sod., 2005; Adam in sod, 2002).
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kavna kislina ferulna kislina p-kumarna kislina

HO CH;0
y COOH J—COH / COOH
HO HO HO
Slika 2: Strukturne formule kavne, ferulne in p-kumarne kisline (Miller in Rice-Evans, 1997).

V rastlinah so v glavnem prisotne zaestrene z drugimi hidroksikislinami ali sladkorji ter v
glikozilirani obliki. Proste oblike hidroksicimetnih kislin se akumulirajo le v izjemnih
okolis¢inah in le v zelo majhnih koli¢inah. V prosti obliki delujejo kot regulatorji
fitohormonov ali kot fitotoksini (Bengoechea in sod., 1995). Vezane oblike
hidroksicimetnih kislin so vklju¢ene v mehanizme eliminacije toksinov in sluzijo kot
zaloga obrambnih snovi (fitoaleksinov) v stresnih pogojih. Proste hidroksicimetne kisline
najdemo v zivilih rastlinskega izvora, ki so bila podvrzena zamrzovanju, sterilizaciji ali

fermentaciji (Rodriguez in sod., 2008).

Kavna kislina, tako prosta kot zaestrena, je najbolj zastopana fenolna kislina in predstavlja
med 75% in 100% hidroksicimetnih kislin v vecini sadja. Ferulna kislina je najbolj
raz$irjena fenolna kislina v zrnih zit, ki predstavljajo glavni prehranski vir. Vec¢ina ferulne
kisline se nahaja v aleuronski plasti in perikarpu zrna, kjer je zaestrena z arabinoksilani in
hemicelulozami (Manach in sod., 2004). Je znan antioksidant, ima pa tudi antimikrobno,
protivnetno in antikancerogeno aktivnost, $¢iti pred boleznimi srca in ozilja in zniZuje

holersterol (Max in sod., 2009).

Stevilne hidroksicimetne kisline so poznane tudi kot prekurzorji za aromatine sestavine
rastlin. Take sestavine so tudi stireni, ki nastanejo z dekarboksilacijo (Vanbeneden in sod.,

2008).

Poleg kemi¢nih metod =za pridobivanje stirenov (dehidrogenacija etilbenzena,
dekarboksilacija trans-cimetnih kislin ,...) ki poteka pri visokih temperaturah poznamo tudi
biokataliticno dekarboksilacijo trans-cimetnih kislin, kjer so reakcijski pogoji milejsi

(Takemoto in Achiwa, 2001).



Ota A. Vpliv ferulne, kavne in p-kumarne kisline ter njihovih stirenov na modelne membrane. 5
Diplomsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2009

Razli¢ni mikroorganizmi proste fenolne kisline metabolizirajo v 4-vinil derivate, ki jih nato
reducirajo v 4-etil derivate (Cavin in sod., 1997; Godoy in sod., 2008; Rodriguez in sod.,
2008; Takemoto in sod., 2001; Oelofse in sod., 2008). Ker so hidroksicinamati naravne
antimikrobne snovi, je sposobnost mikroorganizmov, da jih dekarboksilirajo kompetitivna
prednost. Ce so hlapni razpadni produkti inhibitorni za druge organizme, pa to predstavlja

Se dodatno prednost (Pinches in Apps, 2007).

Nastali dekarboksilirani hlapni fenoli (4-vinil in 4-etil derivati) prispevajo k aromi
brezalkoholnih pija¢ kot so sadni sokovi in kava. Uporabljajo se tudi kot intermediati v
biotehnoloski proizvodnji novih arom (Barthelmebs in sod., 2000). Najbolj znana je
uporaba ferulne kisline kot prekurzorja za wvanilin (preko 4-vinil derivata) v

biotransformacijskih procesih (Li in sod., 2008; Rosazza in sod. 1995; Ou in Kwok, 2004).

Zaradi svojege karakteristi¢ne arome in nizkega praga zaznave pa so poznani tudi kot POF
(phenolic off-flavour) v Stevilnih pivih in vinih. Prag zaznave fenolnih kislin je do 600

ppm, prag zaznave 4-vinil derivatov teh kislin pa do 0,3 ppm (Vanbeneden in sod., 2006).

COOH
o
Cco, =
R2 R R2 R1
OH H
Ry=R,=H: p-kumarna kislina O = A vini
Ry=H. R,=0CH,’ feruiina Kislina R e vaialcl
Ry=H; Ro=OH: kavna kislina 170 D= . Sinl] gvl
1= Ry=H:; Ry=0CH: 4-vinil katehol
=
2[H]
R2 R1 R2 R1
H H
Ry =Ry =H: 4-vinil fenol Ry=Ry=H: 4-etil fenol _
Ry=H; R;=0CH;: 4-vinil gvajakal Ry =H; Ry=0CH; 4-etil gvajakol
Ry=H; R;=0H: 4-winil katehol Ry=H; R;=0H: 4-stil katehol

Slika 3: Dekarboksilacija hidroksicimetnih kislin v 4-vinil derivate (stirene) in redukcija v 4-etil derivate

(Vanbeneden in sod., 2008; Peppercorn in Goldman, 1971).
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24 MODELNE MEMBRANE

Kompleksnost bioloskih membran je bila povod za razvoj Stevilnih enostavnejS$ih modelnih
sistemov, katerih geometrijo in sestavo lahko spreminjamo. Modelni sistemi ohranijo
osnovno strukturo lipidnega dvosloja, hkrati pa sistem poenostavijo tako, da lahko
proucujemo vlogo, organizacijo in dinamiko posameznih komponent.

Modelni sistemi vkljucujejo: dvosloje v obliki veziklov, planarne dvosloje in fragmente

naravnih celicnih membran (Chan in Boxer, 2007).

V nasih poskusih smo uporabljali liposome iz meSanice palmitoil-oleoil-fosfatidilholina
(POPC), palmitoil-oleoil-fosfatidiletanolamina (POPE), palmitoil-oleoil-fosfatidilserina
(POPS) in holesterola (CH), ter liposome iz dipalmitoil-fosfatidilholina (DPPC). Polarne

glave fosfolipidov so prikazane na sliki 4.

a g " X
o O'J\R 0 HOQ Rz
+ O_E’_OJE_\/O 2 Ry +/A\\/,O_;|D"'_O\)T\/D R
N> > L \c“)/ P e \O(
: [
0 O—P—0 . Q Ry
S

Slika 4: Strukturne formule polarnih glav fosfolipidov: (a) POPE, (b) POPC in DPPC in (c) POPS

(Hatziantonioy in Demetzos, 2008).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije in drobna oprema

POPC Avanti Polar Lipids, ZDA
POPE Avanti Polar Lipids, ZDA
POPS Avanti Polar Lipids, ZDA
DPPC Avanti Polar Lipids, ZDA
CH Merck, Nemcija
kloroform Merck, Nemcija

metanol Merck, Nemcija

DPH Aldrich Chem. Co. Milwaukee, ZDA
DMF Merck, Nemcija

etanol Merck, Nemcija

kavna kislina Sigma - Aldrich, Nemcija
ferulna kislina Sigma - Aldrich, Nemcija
p-kumarna kislina Sigma - Aldrich, Nemcija
HEPES Sigma - Aldrich, Nemcija

DMSO Merck, Nemcija
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3.1.2 Raztopine

Raztopine lipidov

10 mg/mL v meSanici metanola in kloroforma v razmerju 3:7 (v/v)

Raztopina DPH

1 mM raztopina v DMSO

Raztopine kislin in stirenov

10 mM raztopine v 99 % etanolu

Pufer za vezikle

20 mM Hepes pH 7,0

3.1.3 Laboratorijska oprema

rotavapor
mesalnik
ekstrudor
N-DSC III kalorimeter

vakuumska ¢rpalka

fluorescencni spektrofotometer

2,5 mL kvarcne kivete

BUCHI R-200; Svica

Vibromix, Tehtnica Zelezniki, Slovenija
AVESTIN, Kanada

CSC 6300, CSC, ZDA

Thermolyne Nuova Stirrer, Thermo Scientific,

ZDA

Cary Eclipse, Varain, Mulgrave, Victoria,

Avstralija

FLR Cary, Varian, Avstralija
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3.2 METODE

3.2.1 Priprava liposomov za merjenje fluorescence

Liposome smo pripravili iz zmesi lipidov POPC, POPE, POPS, CH. Lipide smo raztopili v
meSanici metanola in kloroforma v razmerju 3:7 (v/v). Z metodo tankih filmov smo iz
DPPC oz. zmesi lipidov POPC, POPE, POPS, CH v molskem razmerju POPC:POPE
:POPS:CH = 4:2:1:3,6, ki ponazarja sestavo bioloskih celicnih membran, pripravili
liposome. V stekleno bucko smo odpipetirali 0,8 mL raztopine POPC, 3,8 mL raztopine
POPE, 2,1 mL raztopine POPS in 3,7 mL raztopine CH. Na rotavaporju smo pri tlaku 17
mbar iz zmesi odparili topilo, morebitne preostanke topila pa iz¢rpali z vakuumsko
¢rpalko. Na steni bucke je nastal tanek film lipidov. V buc¢ko smo dodali 2,1 mL
destilirane vode ali pufra in jo dali na stresalnik. Za lazje oblikovanje liposomov smo
bucko med stresanjem namakali v vodni kopeli s temperaturo 40 °C. Tako smo pripravili
MLV s kon¢no koncentracijo lipidov 8,3 mg/mL. Poleg MLV smo z enakim postopkom
pripravili tudi ULV, kjer smo posusenim lipidom v bucki namesto 2,1 mL dodali 5,7 mL
destilirane vode ali pufra. Raztopino lipidov v destilirani vodi smo s pomoc¢jo ekstrudorja
11-krat iztisnili preko polikarbonatne filtrne membrane z velikostjo por 400 nm, nato pa Se
11-krat preko membrane z velikostjo por 100 nm. Tako smo dobili ULV, s kon¢no

koncentracijo lipidov 3,1 mg/mL (Kure, 2006).

Po enakem postopku smo pripravili tudi liposome ULV iz DPPC, kjer smo v bucki posusili
0,5 mL raztopine DPPC in nato dodali 1 mL destilirane vode. Tako smo dobili ULV s
kon¢no koncentracijo 5,0 mg/mL. Liposome smo prepihali z dusikom in jih shranili na 4

°C.

3.2.2 Priprava stirenov

Z modificirano termi¢no dekarboksilacijo v DMF smo pripravili stirene iz ferulne, kavne

in p-kumarne kisline (Munteanu in sod., 1991; Nomura in sod., 2005).
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V 5 mL DMF smo dodali 0,5 g ferulne, kavne oz. p-kumarne kisline in 0,1 g katalizatorja
natrijevega acetata. Reakcijsko meSanico smo v bucki, ki smo jo opremili z vodnim

hladilnikom, segrevali na oljni kopeli pri temperaturi 130 °C.

Dekarboksilacija je bila zaklju¢ena v 10-15 minutah, ko je iz reakcijske meSanice prenehal

izhajati CO.

Po zakljucku dekarboksilacije smo v bucko dodali 50 mL ddH,O in produkt ekstrahirali s
kloroformom, ki smo ga kasneje odparili pri znizanem tlaku. Cistost produkta smo

preverili s HPLC.

3.2.3 Priprava liposomov za merjenje z metodo DSC

Liposome (ULV) iz DPPC smo pripravili po postopku, ki je opisan pod tocko 3.2.1, le da
smo posusene lipide raztopili v 20 mM Hepes pufru. Tako pripravljene liposome smo

razred¢ili s Hepes pufrom. Koncna koncentracija je bila 0,5 mg/ml.
3.2.4 Merjenje polarizacije in anizotropije

Polarizacija (P) in anizotropija fluorescence (A) sta definirani kot:

—
_ L
P= ) (1)
S S @)
I +21,

kjer sta I in I | intenziteti fluorescence vertikalno in horizontalno polarizirane emisije, ko

vzorec vzbujamo z vertikalno polarizirano svetlobo (Lakowicz , 2006).

Meritve polarizacije in anizotropije fluorescence DPH (difenil heksatrien) v prisotnosti
lipidov smo opravili s fluorescencnim spektrometrom v kvarcnih kivetah (10 mm) pri 25
°C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini

410 nm.
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Raztopini MLV in ULV s kon¢no koncentracijo 0,1 mg/mL smo dodali fluorofor DPH s
konc¢no koncentracija v kiveti 1 uM. Skupni volumen raztopine v kiveti je znasal 2,5 mL.
Raztopine MLV in ULV smo v prisotnosti DPH titrirali z dodajanjem alikvotov raztopin
kislin (kavna, ferulna, p-kumarne) oz. njihovih stirenov ali topila (99% etanol) v katerem
so bili raztopljeni. Vpliv topila na DPH smo odsteli. Za vsak vzorec smo izmerili tudi
vrednost G-faktorja, ki je definiran kot razmerje obcutljivosti detekcijskega sistema za

vertikalno (Sy) in horizontalno polarizirano svetlobo (Sy) (Lakowicz , 2006).

G="v -(3)

3.2.5 Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija

Z metodo diferen¢ne dinamicne kalorimetrije (DSC) smo spremljali fazne prehode lipidnih
veziklov iz DPPC ob prisotnosti kislin oz. njihovih stirenov. Pripravili smo raztopine
liposomov in kislin oz. stirenov v molarnem razmerju 1:1. Kon¢ni volumen raztopine je bil
0,5 mL. Raztopine smo 20 minut odzracevali, da smo preprecili nastanek mehurckov med
poskusom. Referen¢no celico smo napolnili s Hepes pufrom, vzoréno pa s preiskovano
raztopino. Zaprli smo kalorimeter, povisali tlak na 3 atmosfere in zaceli s poskusom.
Vzorce smo segrevali, ohlajali in ponovno segrevali, da smo dobili podatke o
reverzibilnosti. Merili smo v temperaturnem obmo¢ju med 10 °C in 70 °C. Hitrost
segrevanja in ohlajanja je bila 1°/min. Iz DSC poskusov dobljene termograme smo
analizirali z uporabo softverskega programa OriginPro8 in jih obdelali. Termogrami so
prikazani kot presezna toplotna kapaciteta <Cp> [kJ/molK] v odvisnosti od temperature

[°C] (Cokan, 2006).

Presezna toplotna kapaciteta je definirana kot:

C,=-2 ()

kjer q, predstavlja preseZen prenos toplote, AT pa razliko v temperaturi.
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Sprememba entalpije je podana z enacbo:

TZ
AH = jcpdT (5)

T

kjer sta T in T, temperaturi pri katerih se proces za¢ne oz. konc¢a. Sprememba entalpije je

povrsina pod krivuljo C, v odvisnosti od T (Atkins in de Paula, 2002).
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4 REZULTATI

4.1 MERIJENJE POLARIZACIJE IN ANIZOTROPIJE

4.1.1 Merjenje polarizacije in anizotropije DPH v MLV in ULV narejenih iz zmesi

lipidov POPC, POPE, POPS in CH

Za ugotavljanje stopnje urejenosti lipidnega dvosloja smo izvedli meritve polarizacije in
anizotropije fluoroforja DPH. DPH je nepolarni fluorofor, ki zazna spremembo stanja
membrane. Vrednosti polarizacije in anizotropije DPH v prisotnosti lipidov (membran) so
najvisje v gel stanju, najnizje v teko€em neurejenem stanju, srednje pa v teko¢em urejenem

stanju (Xu in London, 2000).

4.1.1.1 Ferulna kislina in stiren ferulne kisline

Slike 5, 6, 7 in 8 prikazujejo spremembo polarizacije in anizotropije DPH v prisotnosti
MLV in ULV ob dodatku ferulne kisline oz. stirena ferulne kisline. Dodatek ferulne kisline
je v prisotnostt MLV in ULV povzrocil pove€anje vrednosti polarizacije in anizotropije

(merjene kot AP in AA) .

Titracija MLV in ULV s stirenom ferulne kisline je pri vseh molarnih razmerjih povzrocila

padec polarizacije. Vrednosti AP in AA so negativne v celotnem koncetracijskem obmogju.
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Slika 5: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini MLV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s ferulno kislino oz. s stirenom ferulne kisline pri 25 °C. Valovna

dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 6: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini MLV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s ferulno kislino oz. s stirenom ferulne kisline pri 25 °C. Valovna

dolZina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 7: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s ferulno kislino oz. s stirenom ferulne kisline pri 25 °C. Valovna

dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 8: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s ferulno kislino oz. s stirenom ferulne kisline pri 25 °C. Valovna

dolZina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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4.1.1.2 Kavna kislina in stiren kavne kisline

Titracija MLV in ULV s kavno kislino (slike 9, 10, 11 in 12) je imela podoben ucinek na
spremembe v AP in AA kot titracija s ferulno kislino, le da so bile spremembe manjse. Za
razliko od stirena ferulne kisline je stiren kavne kisline povzrocil vecje padanje vrednosti

AP in AA.
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Slika 9: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini MLV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s kavno kislino oz. s stirenom kavne kisline pri 25 °C. Valovna

dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 10: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini MLV narejenih iz zmesi
lipidov POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s kavno kislino oz. s stirenom kavne kisline pri 25 °C.

Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 11: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s kavno kislino oz. s stirenom kavne kisline pri 25 °C. Valovna

dolZina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 12: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz zmesi
lipidov POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s kavno kislino oz. s stirenom kavne kisline pri 25 °C.

Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.

4.1.1.3 p-kumarna kislina in stiren p-kumarne kisline

Titracija MLV in ULV s p-kumarno kislino (slike 13, 14, 15 in 16) je imela podoben
ucinek kot titracija s kavno kislino. Stiren p-kumarne kisline je povzrocil padanje vrednosti
polarizacije in anizotropije. V primerjavi s stirenom kavne kisline je bil padec AP in AA

skoraj dvakrat vecji.



Ota A. Vpliv ferulne, kavne in p-kumarne kisline ter njihovih stirenov na modelne membrane.
Diplomsko delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2009

AP

-0,002 4
-0.004
-0.006 —.
-0,008 :
-0,010 :
-0,012 —-
0,014 4

0,010

0,008 ]
0,006 ]
0,004 ]
0,002 ]
0,000 ]

MLV
® p-kumarna k.
® stiren p-kumarne k.

R(n

p-kum.k. oz. st.p—kum.k.':nlip.]

19

Slika 13: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini MLV narejenih iz zmesi

lipidov POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s p-kumarno kislino oz. s stirenom p-kumarne kisline pri 25

°C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 14: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini MLV narejenih iz zmesi

lipidov POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s p-kumarno kislino oz. s stirenom p-kumarne kisline pri 25

°C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 15: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz zmesi lipidov
POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s p-kumarno kislino oz. s stirenom p-kumarne kisline pri 25 °C.

Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 16: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz zmesi
lipidov POPC, POPE, POPS in CH in titriranega s p-kumarno kislino oz. s stirenom p-kumarne kisline pri 25

°C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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4.1.2 Merjenje polarizacije in anizotropije DPH v ULV narejenih iz DPPC

Dodatek ferulne kisline (slika 17 in 18) ULV, narejenih iz DPPC, je pri nizjih molarnih
razmerjih povzroc€il padec polarizacije. Anizotropija je z naras¢anjem molarnega razmerja
ferulne kisline napram lipidom padala in dosegla najnizjo vrednost pri molarnem razmerju
2,5. Titracija ULV s stirenom ferulne kisline je povzrocila padec polarizacije in
anizotropije v celotnem preiskovanem obmoc¢ju. Ko je molarno razmerje stirena ferulne
kisline napram lipidom preseglo vrednost 2,5, so vrednosti AP in AA narastle, vendar

ostale Se zmeraj negativne.
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Slika 17: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz DPPC in
titriranega s ferulno kislino oz. s stirenom ferulne kisline pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358

nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 18: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz DPPC in
titriranega s ferulno kislino oz. s stirenom ferulne kisline pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358

nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.

Pri Studiju sprememb AP in AA DPH v prisotnosti DPPC je bilo le v primeru kavne kisline
opazno povecanje AP in AA. Stiren kavne kisline pa je imel na DPPC liposome podoben

ucinek kot stiren ferulne kisline.
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Slika 19: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz DPPC in
titriranega s kavno kislino oz. s stirenom kavne kisline pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm,

emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 20: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz DPPC in
titriranega s kavno kislino oz. s stirenom kavne kisline pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm,

emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Titracija ULV s p-kumarno kislino oz. stirenom p-kumarne kisline (slika 21 in 22) pri
nizjth molarnih razmerjih ni povzrocila vecjih sprememb AP in AA. Ko je molarno
razmerje p-kumarne kisline oz. stirena p-kumarne kisline preseglo vrednost 1,0 so

vrednosti AP in AA moc¢no padle.
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Slika 21: Spremembe v polarizaciji (AP) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz DPPC in
titriranega s p-kumarno kislino oz. s stirenom p-kumarne kisline pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila

358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.
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Slika 22: Spremembe v anizotropiji (AA) fluoroforja DPH dodanega raztopini ULV narejenih iz DPPC in
titriranega s p-kumarno kislino oz. s stirenom p-kumarne kisline pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila

358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni dolzini 410 nm.

42 DIFERENCNA DINAMICNA KALORIMETRIJA (DSC)

4.2.1 Fazni prehodi lipidnih veziklov (ULV) DPPC v odvisnosti od ferulne, kavne

oziroma p-kumarne Kisline in njihovih stirenov

Na DSC termogramu lipidnih veziklov DPPC (Slika 23) sta lepo vidna glavni fazni prehod
pri temperaturi 40,44+0,1 °C in manjsi fazni predprehod pri temperaturi 32,6+0,2 °C.
Entalpija faznega predprehoda (AH.,") znaSa 5,6+0,8 kJ/molK, entalpija glavnega faznega
prehoda (AHca) pa 35,1£0,4 kJ/molK.
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Slika 23: DSC termogram ULV veziklov DPPC po prvem in drugem merjenju. Konéna koncentracija DPPC
veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.

Iz DSC termogramov (slika 24, 25 in 26) je razvidno, da dodatek ferulne, kavne in p-
kumarne kisline oz. njihovih stirenov  DPPC veziklom (v molarnem razmerju 1:1),

povzroc€i znizanje temperature predprehoda (Ty,") in temperature glavnega prehoda (Ty,).

Dodatek ferulne kisline zniza Ty," (28,410,1 °C) in Ty, (39,2+0,1 °C). Zniza se tudi AHcy
in sicer na 33,240,3 kJ/molK. Podoben ucinek opazimo tudi ob dodatku kavne kisline
(slika 26) T, pade na 27,8%0,1 °C, Ty, pa na 39,3+£0,1 °C. Entalpija glavnega faznega

prehoda ostane nespremenjena, entalpije faznega predprehoda pa pade na 3,3+0,4 kJ/molK.

Dodatek p-kumarne kisline zniza Ty," na 28,0+0,1 °C in Ty, na 39,0+0,1 °C. ZniZata se tudi
AHca” (3,1£0,1 kJ/molK) in AHcy (29,0£0,1 kJ/molK).

Dodatek stirena ferulne kisline (slika 24), stirena kavne kisline (slika 25) in stirena p-
kumarne kisline (slika 26) povzro¢i padec Tp," in Tp. V vseh primerih se mo¢no znizajo
entalpije faznih predprehodov. Znizajo se tudi entalpije glavnih faznih prehodov. Padec
AHg, je najvecji v primeru dodanega stirena p-kumarne kisline, ko znasa 23,9+0,2

kJ/molK.
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Termodinamske vrednosti faznih prehodov lipidnih veziklov DPPC v prisotnosti ferulne,

kavne in p-kumarne kisline oz. njihovih stirenov so podane v tabeli 1.

<Cp=> (kcallmolK)
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Slika 24: Primerjava DSC termograma ULV veziklov DPPC z DSC termogramom veziklov DPPC z dodano

ferulno kislino oz. stirenom ferulne kisline v molskem razmerju 1:1. Kon¢na koncentracija DPPC veziklov je

0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Slika 25: Primerjava DSC termograma ULV veziklov DPPC z DSC termogramom veziklov DPPC z dodano
kavno kislino oz. stirenom kavne kisline v molskem razmerju 1:1. Kon¢na koncentracija DPPC veziklov je

0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Slika 26: Primerjava DSC termograma ULV veziklov DPPC z DSC termogramom veziklov DPPC z dodano
p-kumarno kislino oz. stirenom p-kumarne kisline v molskem razmerju 1:1. Konéna koncentracija DPPC

veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Slika 27: Primerjava DSC termograma ULV veziklov DPPC z DSC termogrami veziklov DPPC z dodano
ferulno, kavno oz. p-kumarno kislino v molskem razmerju 1:1. Kon¢na koncentracija DPPC veziklov je 0,5

mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Slika 28: Primerjava DSC termograma ULV veziklov DPPC z DSC termogrami veziklov DPPC z dodanim
stirenom ferulne, kavne oz. p-kumarne kisline v molskem razmerju 1:1. Kon¢na koncentracija DPPC

veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Preglednica 1: Termodinamske vrednosti faznih prehodov lipidnih veziklov DPPC v prisotnosti ferulne,
kavne in p-kumarne kisline oz. njihovih stirenov. T,,," - temperatura predprehoda, T,, - temperatura glavnega

prehoda, AH,," - entalpija predprehoda, AH,, - entalpija glavnega prehoda.

molska razmerja T, (°O) Tw (°C) AH.," (kJ/mol) AH,, (kJ/mol)
DPPC (c=0.5mg/mL) 32,6£0,2 40,410,1 5,6+0,8 35,1104
DPPC : ferulna k. = 1:1 28,4+0,1 39,240,1 5,8+0,6 33,240,3
DPPC : kavna k. = 1:1 27,810,1 39,3+0,1 3,3£0,4 35,240,2
DPPC : p-kumarna k. = 1:1 28,0%0,1 39,0+0,1 3,1+0,1 29,0£0,1
DPPC : stiren ferulne k. = 1:1 28,7402 36,6%0,1 0,8+0,2 33,840,3
DPPC: stiren kavne k. = 1:1 28,840,1 37,4%0,1 0,8+0,1 31,440,2
DPPC : stiren p-kumarne k. = 1:1 28,1%0,1 37,9+0,1 -0,4+0,1 23,9+0,2
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4.2.2 Reverzibilnost faznih prehodov

Slike 23, 29, 30, 31, 32, 33 in 34 in prikazujejo rezultate reverzibilnosti faznih prehodov
DPPC brez ali z dodatkom ferulne, kavne in p-kumarne kisline ter njihovih stirenov.
Opazimo da v vseh primerih pride do znizanja entalpij obeh faznih prehodov. Ob dodatku

stirenov fazni predprehod popolnoma izgine.
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Slika 29: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodano ferulno kislino v molskem razmerju 1:1 po prvem

in drugem merjenju. Konéna koncentracija DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Slika 30: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodano kavno kislino v molskem razmerju 1:1 po prvem

in drugem merjenju. Konéna koncentracija DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH 7,0.
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Slika 31: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodano p-kumarno kislino v molskem razmerju 1:1 po

prvem in drugem merjenju. Konéna koncentracija DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH

7,0.
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Slika 32: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodanim stirenom ferulne kisline v molskem razmerju 1:1

po prvem in drugem merjenju. Kon¢na koncentracija DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH

7,0.
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Slika 33: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodanim stirenom kavne kisline v molskem razmerju 1:1

po prvem in drugem merjenju. Koncna koncentracija DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes pufru, pH

7,0.
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Slika 34: DSC termogram ULV veziklov DPPC z dodanim stirenom p-kumarne kisline v molskem razmerju

1:1 po prvem in drugem merjenju. Kon¢na koncentracija DPPC veziklov je 0,5 mg/ml v 20 mM Hepes

pufru, pH 7,0.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Fluidnost membrane smo ocenili z merjenjem polarizacije in anizotropije nepolarnega
fluoroforja DPH. Ob dodatku DPH suspenziji liposomov se ta v celoti veze v lipidni
dvosloj. V vodni fazi ne zaznamo emisije DPH. Vsa emisija DPH izhaja iz DPH v

membrani (Lakowicz, 2006).

Meritve polarizacije in anizotropije fluorescence DPH v prisotnosti lipidov smo opravili
pri 25 °C. Valovna dolzina vzbujanja je bila 358 nm, emisijo pa smo merili pri valovni
dolzini 410 nm. Raztopine MLV in ULV smo v prisotnosti DPH titrirali z dodajanjem
alikvotov raztopin kislin (kavna, ferulna, p-kumarne) oz. njihovih stirenov ali topila (99%
etanol) v katerem so bili raztopljeni. Vpliv topila na fluorescenc¢ni fluorofor DPH v

membrani smo odsteli.

Dodatek ferulne, kavne in p-kumarne kisline ULV in MLV, pripravljenih iz meSanice
lipidov POPC, POPE, POPS in CH, je povzrocil poveCanje polarizacije in anizotropije
DPH (merjene kot AP in AA). U¢inek je bil najbolj izraZen ob dodajanju ferulne kisline,

najsibkejsi pa ob dodajanju p-kumarne kisline.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da prisotnost ferulne, kavne in p-kumarne
kisline ULV in MLV, pripravljenih iz meSanice lipidov POPC, POPE, POPS in CH poveca
urejenost in zmanjSa dinamiko alkilnih verig fosfolipidov v okolici DPH. Membrana

postane bolj rigidna.

Titracija ULV in MLV pripravljenih iz meSanice lipidov POPC, POPE, POPS in CH s
stirenom ferulne kisline je pri nizjih molarnih razmerjih povzrocila rahel padec polarizacije
in anizotropije. Padec je bil v prisotnosti MLV najvecji pri molarnem razmerju stirena

ferulne kisline napram lipidom okoli 1,0, v prisotnosti ULV pa pri molarnem razmerju 2,0.

Titracija ULV in MLV s stirenom kavne oz. p-kumarne kisline je povzrocila padec
polarizacije in anizotropije. V primeru stirena kavne kisline je prislo do padca Sele, ko je

molarno razmerje preseglo vrednost 1, v primeru p-kumarne kisline pa je bil ucinek
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takojSen. V primerjavi s stirenom kavne kisline je bil padec polarizacije in anizotropije v

prisotnosti stirena p-kumarne kisline skoraj dvakrat vecji.

Ti rezultati kazejo, da se v prisotnosti stirenov ferulne, kavne in p-kumarne kisline
urejenost membrane zmanjSa, poveca pa se dinamika alkilnih verig fosfolipidov v okolici

DPH. Membrana je v prisotnosti teh stirenov bolj fluidna.

Ko smo kot modelno membrano uporabili ULV iz DPPC je bil vpliv ferulne, kavne in p-
kumarne kisline Sibkejsi, kot smo ga opazili pri modelnih membranah (ULV) pripravljenih

iz meSanice lipidov.

Pri titraciji s ferulno kislino se polarizacija in anizotropija DPH skoraj ne spremenita.
Titracija ULV s stirenom ferulne kisline je povzrocila padec polarizacije in anizotropije, ki
sta dosegli minimum pri molarnem razmerju 2,5. Pri titraciji ULV pripravljenih iz DPPC s
kavno kislino, je bilo opazeno povecanje AP in AA DPH v lipidih. Pri drugih kislinah tega
ucinka nismo opazili. Stiren kavne kisline je imel podoben ucinek (znizanje AP in AA), kot

ostali stireni.

Za razliko od ferulne in kavne, titracija s p-kumarno kislino oz stirenom p-kumarne kisline
pri nizjth molarnih razmerjih ni pokazala vecjih sprememb. Ko je molarno razmerje
preseglo vrednost 1,0 sta tako p-kumarna kislina kot njen stiren povzroc¢ila mocan padec
polarizacije in anizotropije. Urejenost membrane se je zmanjsala, povecala se je dinamika

alkilnih verig fosfolipidov v okolici DPH. Fluidnost membrane se je moc¢no povecala.

Pri titraciji ULV sestavljenih iz DPPC si ucinki posameznih hidroksicimetnih kislin
sledijo v skladu z njihovo antioksidativno uc¢inkovitostjo (Cheng in sod., 2007; Gumul in
sod., 2006). Najmocnejsi je ucinek kavne kisline, ki poveca AP in AA, sledi ferulna kislina,

ki nima bistvenega vpliva, najmanjsi pa je u€inek p-kumarne kisline, ki zniza AP in AA.

DSC je fizikalna tehnika, s katero lahko dolo¢imo termodinamske parametre povezane s
toplotno induciranimi faznimi prehodi. Do faznega prehoda pride, ko se alkilne verige
lipidnih molekul iz relativno rigidne, iztegnjene, v glavnem trans konformacije v gel
stanju, pretvorijo v orientacijsko bolj neurejeno stanje, za katerega je znacilna povecana

stopnja intra- in intermolekularnega gibanja (McElhaney, 1986).
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Vezikli narejeni iz DPPC imajo glavni fazni prehod pri temperaturi 40,4+0,1°C in manjsi
fazni predprehod pri temperaturi 32,6+0,2°C. Entalpija faznega predprehoda (AH.,") znasa
5,610,8 kJ/molK, entalpija glavnega faznega prehoda (AHc,) pa 35,110,4 kJ/molK. Nase
izmerjene temperature faznega predprehoda in faznega prehoda se ujemajo s podatki v

literaturi (Chan, 2007).

Iz DSC termogramov (slike 24, 25, 26, 27, 28 in 29) vidimo da dodatek kavne, ferulne in
p-kumarne kisline oz. njihovih stirenov povzroc¢i znizanje temperature predprehoda (Ty,")

in temperature glavnega prehoda (Ty,).

Dodatek ferulne kisline zniza entalpijo glavnega faznega prehoda (AAH.;) za 1,940,3
kJ/molK. Podoben ucinek opazimo tudi ob dodatku p-kumarne kisline, kjer entalpija pade
za 6,110,1 kJ/molK. Entalpija glavnega faznega prehoda se ob dodatku kavne kisline ne
spremeni. Znizanje entalpije faznega prehoda kaze na entalpijsko destabilizacijo lipidnih

veziklov, ki je v prisotnosti kavne kisline ni, najvecja pa je v prisotnosti p-kumarne kisline.

Rezultati DSC meritev ucinka posameznih hidroksicimetnih kislin na ULV narejene iz
DPPC se ujemajo z rezultati dobljenimi z merjenjem polarizacije in anizotropije DPH, kjer

nismo opazili bistvenega ucinka hidroksicimetnih kislin na vrednosti AP in AA.

Dodatek stirenov ferulne, kavne in p-kumarne kisline v vseh primerih povzro¢i mocan
padec entalpije faznega predprehoda in padec entalpije glavnega faznega prehoda. Z
merjenji AP in AA smo opazili znizanje polarizacije in anizotropije DPH v ULV iz DPPC.

Rezultati kazejo, da se stireni nalagajo v lipidni dvosloj, ki ga destabilizirajo.

Reverzibilnosti faznih prehodov ULV iz DPPC brez ali z dodatkom ferulne, kavne in p-
kumarne kisline ter njihovih stirenov je prikazana na slikah 23, 30, 31, 32, 33, 34 in 35.
Opazimo da v prisotnosti ferulne, kavne ali p-kumarne kisline pride do zniZanja entalpij
obeh faznih prehodov pri drugi meritvi. Ob dodatku stirenov teh kislin pa se glavni fazni
prehod zmanjsa, fazni predprehod pa popolnoma izgine, kar nam pove, da fazni prehod iz

gel v tekoce neurejeno stanje ni popolnoma reverzibilen proces.
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5.2

SKLEPI

Dodatek ferulne, kavne in p-kumarne kisline ULV in MLV pripravljenim iz
mesanice lipidov POPC, POPE, POPS in CH poveca urejenost in zmanjSa dinamiko
alkilnih verig fosfolipidov v okolici DPH. Membrana iz tekoCega neurejenega stanja

preide v bolj urejeno stanje - postane bolj rigidna.

Dodatek stirenov ferulne, kavne in p-kumarne kisline zmanjSa urejenost membrane
in poveca dinamiko alkilnih verig fosfolipidov v okolici DPH. Membrana je v

njihovi prisotnosti bolj fluidna.

Pri titraciji ULV narejenih iz DPPC si ucinki posameznih hidroksicimetnih kislin
sledijo v skladu z njihovo antioksidativno ucinkovitostjo. Najmocnejsi je ucinek

kavne kisline, sledi ferulna kislina, najmanjsi pa je u€inek p-kumarne kisline.

Rezultati DSC meritev ucinka posameznih hidroksicimetnih kislin na ULV narejene
iz DPPC se ujemajo z rezultati dobljenimi z merjenjem polarizacije in anizotropije

DPH.

Stireni vplivajo na reverzibilnost faznega predprehoda.
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6 POVZETEK

Hidroksicimetne kisline so fenilpropanoidni metaboliti rastlin in rastlinskih proizvodov.
Nabhajajo se v sadju, zelenjavi, ¢aju in zelis¢ih in imajo pomemben vpliv na organolepti¢ne
lastnosti teh zivil. Da bi primerjali vpliv teh spojin na stopnjo urejenosti lipidnega dvosloja
smo izvedli meritve polarizacije in anizotropije fluorescence DPH v prisotnosti lipidov.
Ugotovili smo, da prisotnost ferulne, kavne in p-kumarne kisline poveca urejenost in
zmanjSa dinamiko alkilnih verig fosfolipidov lipidnih membran ULV in MLV
pripravljenih iz meSanice lipidov v okolici DPH. Dodatek stirenov ferulne, kavne in p-

kumarne kisline pa urejenost membrane zmanjsa.

Z metodo diferencne dinami¢ne kalorimetrije (DSC) smo spremljali fazne prehode ULV
liposomov iz DPPC ob prisotnosti kislin oz. njihovih stirenov. 1z prvih meritev smo
odcitali temperature in entalpije faznih prehodov. Drugo meritev smo uporabili za oceno
reverzibilnosti faznega prehoda iz gel v tekoce neurejeno stanje. 1z DSC termogramov
(slike 23, 24, 25, 26, 27 in 28) vidimo, da dodatek kavne, ferulne in p-kumarne kisline oz.
njihovih stirenov povzro¢i znizanje temperature predprehoda (T,') in temperature
glavnega prehoda (T,) in zniZanje entalpije faznega prehoda (AH.). Rezultati DSC
meritev uc¢inka posameznih hidroksicimetnih kislin in njihovih stirenov na ULV narejene

iz DPPC se ujemajo z rezultati dobljenimi z merjenjem polarizacije in anizotropije DPH.
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SUMMARY

The hydroxycinnamic acids are phenylpropanoid metabolites commonly found in plants
and plant products. They are present in fruits, vegatables, tee and herbs and have a
significant effect on the organoleptic characteristics of plant-based foods. The stady-state
DPH polarisation and anisotropy measurments were performed to compare the level of
order in the lipid bilayer. Addition of ferulic, caffeic and p-coumaric acid increases effect
of phenolic compounds on the ordering and decreases the dynamics of phospholipid alkyl
chains of lipid membranes ULV and MLV prepared from mixture of lipids in DPH
environment. Addition of styrenes of ferulic, caffeic and p-coumaric acid decreases the

ordering of lipid bilayer.

Differential scanning calorimetry (DSC) measurements were performed in order to track
phase transitions of DPPC ULV liposomes in the presence of ferulic, caffeic and p-
coumaric acid and their styrenes. The first DSC scan was used to obtain values for
temperature and the entalpy of the phase transition. The second scan was used to assess
the reversibility of the phase transition. DSC thermograms (figure 23, 24, 25, 26, 27 in 28)
show a decrease in temperature of phase pretransitions (T’ ) and temperature of phase
transition (T,,) as well as a decrease of phase transition entalpy (AHc,) in the presence of
ferulic, caffeic and p-coumaric acid and their styrenes. The resaults of DSC measurements
of the effect of individual hydroxycinnamic acids and their styrenes on ULV liposomes
from DPPC correspond with the resaults obtained by measuring the polarisation and

anisotropy of DPH.
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