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V okviru diplomskega dela smo spremljali antioksidativni potencial (AOP), skupne in
posamezne fenolne spojine ter vitamin C v plodovih Sipka, obranih na severni in juzni
strani grma, ki raste za BiotehniSko fakulteto v Ljubljani, med septembrom in
decembrom 2008. Zanimalo nas je, kako zorenje in lega plodov na grmu (sever in jug)
vplivata na omenjene parametre. Antioksidativni potencial v vzorcih, ekstrahiranih z
2 % metafosforno kislino (MFK), in v vzorcih, ekstrahiranith z metanolom, smo
doloc¢ali z metodo DPPH’ in luminescen¢no metodo. Skupne fenolne spojine smo prav
tako dolocali v vzorcih, ekstrahiranih z 2 % MFK in v vzorcih, ekstrahiranih z
metanolom, s Folin-Ciocalteaujevo (F—C) metodo. AOP in vsebnost skupnih fenolov
se v plodovih Sipka od septembra do novembra povecuje, v zaetku decembra pa se
njihova vsebnost ponovno zacne znizevati. Vsebnost antioksidantov je v plodovih,
obranih na juzni strani, visja kot v plodovih, obranih na severni strani. Vse tri metode
za dolocanje antioksidantov so v visoki korelaciji, saj so Pearsonovi korelacijski
koeficienti: (rg_c, pppr’) 0,73, (fk-C, tuminot) 0,71 in (rpppH’s tuminot) 0,71. Ugotovili smo
tudi, da metanolni in vodni ekstrakti vsebujejo podobne koli¢ine antioksidantov.
Posamezne fenolne spojine smo kvantificirali in identificirali s tehniko HPLC-MS.
Analizirali smo dva metanolna ekstrakta, ki sta vsebovala zelo razlicni koli¢ini
skupnih fenolov, dolo¢enih z metodo F-C. Vzorca je bil potrebno dodatno ocistiti s
pomocjo ekstrakcije na trdni fazi (SPE) in ju pustiti en mesec v kislem mediju, da je
potekla hidroliza. Plodovi Sipka vsebujejo najve¢ naringenina (od 5 mg/100 g do
8 mg/100 g), katerega vsebnost se med zorenjem poveca za kar 60 %, in najmanj
apigenina (od 0,2 mg/100 g do 0,3 mg/100 g). Askorbinska kislina in skupni vitamin
C smo dolo¢ili s tehniko HPLC. Vsebnost obeh se med zorenjem spreminja. V zgodnji
jeseni se vsebnost poveuje, v pozni jeseni pa se zadne zniZzevati. Sipek vsebuje od
227 do 463 mg/100 g vitamina C. Od tega dehidroaskorbinska kislina predstavlja od 3
do 116 mg/100 g. Vsebnost vitamina C je v plodovih, obranih na severni strani, visja
kot v plodovih, obranih na juZni strani.
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The diploma paper research is based on the determination of antioxidative potential
(AOP), total and individual phenols, and the content of vitamin C in dog-rose berries.
The fruits were harvested weekly from September to December 2008 in the north and
the south side of the bush growing next to Biotechnical Faculty. The main objective was
to follow the changes in antioxidant content during the ripening of dog-rose berries and
to check for the possible influence of their position on the bush (north and south side)
to same parameters. The AOP of samples extracted with 2 % metaphosphoric acid
(MFK) and methanol was determined with DPPH" method and luminescent method,
whereas the total phenols were determined by Folin-Ciocalteau's (F—C) method. It was
found out that the AOP and the total phenols content increase during the ripening from
September to November, however, at the beginning of December their content starts to
decrease. In general the AOP and total phenols are higher in dog-rose berries harvested
in the south side of the bush than in dog-rose berries harvested in the north side. All
three methods for determination of antioxidants are in good correlation; Pearson
correlation coefficients were as follows: (rp_c,pppn’) 0.73, (fr-c, wminol) 0.71 and
(rpppH > tuminot) 0.71. According to our findings, methanol and water extracts content
contain similar levels of antioxidants. Individual phenols were quantified and identified
with HPLC-MS technique in two methanol extracts containing considerably different
levels of total phenols determined by F—C method. The samples were extra purified with
solid phase extraction (SPE) and left for a month in acidic solution in order to complete
the hydrolysation. The dog-rose berries contain in the highest quantity naringenin (from
5 mg/100 g to 8 mg/100 g), which during the ripening period increases up to 60 %, and
in the lowest quantity apigenin (from 0.2 mg/100 g to 0.3 mg/100 g). The content of
ascorbic acid and vitamin C quantified by HPLC method vary during the ripening
period. In the early autumn, the contents increase and in the late autumn they start to
decrease. Dog-rose berries contain from 227 to 463 mg/100 g of total vitamin C. Within
this quantity from 3 to 116 mg/100 g of dehydroascorbic acid was determined. The
contents of vitamin C in dog-rose berries, harvested in the north side of the bush are
generally higher than in dog-rose berries harvested in the south side.
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1 UVOD

V organizmu nastajajo zelo Skodljivi prosti radikali, ki unicujejo encime, beljakovinske
molekule in celo celice. Nastanek prostih radikalov se poveca ob vecjih obremenitvah, stresih
ali kadar zauzijemo veliko mascob. Iz okolja pa prihajajo v organizem tudi z onesnazeno
vodo, zrakom in hrano, z zdravili, sevanji itn.

S hrano in pijaco prispejo v organizem tudi antioksidanti, ki skupaj z zas¢itnimi encimi v
telesu (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza) oblikujejo ucinkovit sistem
za$Cite organizma pred aterosklerozo, rakom, katarakto, artritisom, pred drugimi kroni¢nimi
boleznimi in pred pospeSenim staranjem (Pokorn, 2003).

Antioksidativni potencial sadja, zelenjave in zeliS¢ je seStevek sinergisticnih prispevkov
posameznih antioksidantov, kot sta vitamin C in E, polifenoli, karotenoidi, terpenoidi, sledovi
mineralov (Zn, Cu, Se).

Z dieteticnega vidika so koli¢insko najpomembnejsi polifenoli, sledijo jim vitamini in
karotenoidi. Priporo¢en dnevni vnos polifenolov je priblizno 1 g, vitaminov 110 mg in 9,4 mg
karotenoidov.

Med zorenjem se vsebnost antioksidantov v Zivilu spreminja. To je posledica lege, podnebnih
sprememb (Pérez-Jiménez, 2008).

Sipek (Rosa canina L.) je znan po visoki vsebnosti polifenolnih komponent, ki so najbolj
razSirjeni antioksidanti v nasi prehrani. Dobro je poznan tudi po zelo visoki vsebnosti
vitamina C (300-4000mg/100g) (Ercisli, 2007).

Ker zaenkrat ni narejenih sistemati¢nih analiz vpliva zorenja in lege Sipkovih plodov na
vsebnost antioksidantov, je bil to osnovni cilj diplomskega dela.

1.1 NAMEN DELA

e ugotoviti vpliv zorenja (med septembrom in decembrom) in poloZaja plodov na grmu
(sever in jug) na antioksidativni potencial (AOP) in vsebnost skupnih fenolov v
plodovih Sipka z uporabo treh metod (luminescenéna, DPPH’, Folin-Ciocalteau)

e dolociti vsebnosti vitamina C (tako askorbinske kisline kot dehidroaskorbinske
kisline) v vseh vzorcih s pomocjo tekocinske kromatografije visoke locljivosti (HPLC)

e opraviti kvalitativno in kvantitativno dolocitev polifenolov v vseh vzorcih s sistemom
HPLC, sklopljenim z masnim spektrometrom (MS)

e ugotoviti, kako nacin ekstrakcije (ekstrakcija z 2 % metafosforno kislino (MFK) in z
metanolom) vpliva na doloc¢itev AOP

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e pricakujemo, da se bo AOP, vsebnost skupnih fenolov, vitamina C in posameznih
polifenolnih spojin v plodovih Sipka med zorenjem od septembra do decembra
spreminjala

e pri¢akujemo, da bodo vsebnosti posameznih in skupnih antioksidantov v plodovih
Sipka pri zadnjem obiranju visje kot pri prvem obiranju
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pricakujemo, da na vsebnosti posameznih in skupnih antioksidantov poleg zorenja
vpliva tudi polozaj plodov na grmu (severna in juzna stran)

pricakujemo, da zorenje in polozaj plodov na grmu vplivata na vsebnost bolj polarnih
(ekstrakcija z 2 % MFK) in manj polarnih (ekstrakcija z metanolom) antioksidantov v
plodovih Sipka
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZDRAVILNE RASTLINE

Zdravljenje bolezni z uporabo zdravilnih rastlin sega dale¢ v zacetke Cloveske civilizacije.
Tudi danes so zdravilne rastline za zdravljenje zelo priljubljene, saj uporaba alternativnih
metod zdravljenja po svetu naras¢a (Kac in Mlinari¢, 2004).

Zdravilne rastline so pomozna zdravilna sredstva. Mednje ne uvrS€amo zgolj tistih nekaj
zelis¢, ki jih kupimo v lekarni in iz njih naredimo ¢aje. V Sloveniji velja, da so zdravilne
rastline zdravila, ki so izklju¢no rastlinskega izvora in ki u¢inkovino vsebujejo v nadzemnih
ali podzemnih delih rastlin ali drugem rastlinskem materialu ali v njihovi kombinaciji v
surovem ali predelanem stanju v ustrezni farmacevtski obliki (Klemenc-Keti§ in Verovnik,
2004).

Znano je, da sta rast in razvoj vseh rastlin odvisna od trajanja osvetljevanja ter od kvalitete in
kvantitete svetlobe, ki ji je rastlina izpostavljena. Vsebnost antioksidantov v rastlinah je zelo
odvisna tudi od spreminjanja temperatur med zorenjem rastline. Prav tako so tudi po Zetvi oz.
obiranju rastlin, zelo pomembni pogoji skladiS¢enja (Cas, temperatura, atmosfera) in obdelava
(rezanje, Cas in temperatura izpostavljenosti dela rastline zunanjim dejavnikom) (Pérez-
Jiménez in sod., 2008).

2.1.1 Sipek (Rosa Canina L.)
Zgodovina

V literaturi se za poimenovanje divjega Sipka pogosto uporablja kar ime vrtnica. Vrtnice
verjetno izvirajo iz Perzije in so v 7. st. pr. n. §t. priSle v Gréijo in Italijo. Germani so poznali
samo divje Sipke. Ze od antike pa so bile vrtnice simbol ljubezni in prispodoba Zenske in v
umetnosti ter literaturi §iroko razgirjene. V sr. Evropi je bil $ipek najprej zdravilna rastlina. Ze
od 10. ali 11. st. pa je bil znan tudi kot vrtna okrasna rastlina. Rozna voda je bila v zgodnjem
sr. veku eden od prvih destilacijskih produktov. Rozne ekstrakte so uporabljali za mazila,
parfume, sirupe in slas¢ice.

Stevilo vzgojenih oblik vrtnic se je od §tirih sort v 13. st. povedalo na okoli 5000 sort na
koncu 19. st.

Klasifikacija

Sipek uvri¢amo v rod iz druzine visjih roznic (Rosaceae) z veé¢ kot 100 vrstami v mnogih
oblikah.

pimpinellifolia), njivni Sipek (Rosa arvensis), hostni Sipek (Rosa dumetorum), navadni Sipek
(Rosa canina), zametni Sipek (Rosa sherardii), rjasto rde¢i Sipek (Rosa rubiginosa), cimetov
Sipek (Rosa majalis) in francoski Sipek (Rosa gallica) (Praprotnik, 2002).

Opis

Sipek je do 3 metre visok bodi¢ast grm. Njegove veje so sprva pokonéne, nato pa se kmalu
povesijo. Na vseh poganjkih so Stevilne ostre in nazaj upognjene bodice. Listi imajo nazobcan
rob in so neparno pernato deljeni, najveckrat v 5 do 7 listi¢ev. Spodnji del listnega peclja je
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dvostransko krilato razgirjen. Sipek obi¢ajno bogato cveti belo ali v razliénih rdedih odtenkih.
Cvetovi se nahajajo na koncih kratkih stranskih vej, posamicno ali v socvetjih in imajo rahel,
a prijeten vonj. Po oploditvi se cvetiSe (cvetna os) mesnato odebeli in postane bleScece
rdeCe. V notranjosti te mesnate tvorbe se razvijejo Stevilni oreSkasti plodici, porasli z
bodecimi, Scetinastimi dlac¢icami. Zrel Sipek je torej navidezen birni plod, sestavljen iz
omesenelega cvetis¢a (meso Sipka) in drobnih plodov, ki jih imajo nestrokovnjaki za semena.

Cvetenje: Od junija do julija.

Nahajaliséa: Sipek uspeva v suhih gozdovih, na kamnitih pobogjih, med grmovjem, v Zivih
mejah, ob poteh in po gozdnih obronkih.

Nabiranje: Sipek zori od septembra dalje in takrat nabiramo rde¢e plodove, ki jih moramo
pred suSenjem razrezati. Ce Zelimo, lahko plodi¢e lo¢imo od mesnatega dela, vendar moramo
oboje kar najhitreje posusiti. To lahko opravimo tudi z umetno toploto, vendar temperatura ne
sme biti prek 40 °C. PosuSene dele shranimo v neprodusno zaprtih posodah, sicer se
ucinkovine hitro razgradijo (Pahlow, 1987).

Slika 1: Primer cveta Sipka (Johnson in Campbell, 2007)
Zdravilnost

Sipek je znan po visoki vsebnosti polifenolnih komponent, ki so najbolj razirjeni
antioksidanti v na$i prehrani in delujejo antioksidativno, antimutageno, antikarcinogeno.
Temno obarvani plodovi, so torej dober vir fenolov, kot so flavonoidi, antocianini in
karotenidi.

Naslednja zdravilna lastnost Sipka je, da vsebuje esencialne maScobne kisline, ki jih ¢lovesko
telo ne more sintetizirati. Izvor dolgih polinenasic¢enih maScobnih kislin so linolenske, linolne
in oleinske mascobne kisline. Le-te regulirajo Stevilne telesne funkcije, kot so krvni tlak,
viskoznost krvi, imunska odzivnost. Glavna maScobna kislina v Sipku je a-linolenska, sledita
palmitinska in linolna kislina.

Sipek je dobro poznan tudi po najvisji vsebnosti vitamina C (300-4000 mg/100 g). Poleg
slednjega vsebuje tudi ostale vitamine (B, B,, K, P) in minerale, karotenoide (provitamin A),
tokoferole, bioflavonoide, sadne kisline, tanine, pektin, sladkorje, organske kisline,
aminokisline in esencialna olja. Te komponente igrajo pomembno vlogo pri dolocanju
kvalitete Sipka in njegove hranilne vrednosti (Ercisli, 2007).
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Uporaba

Sipek ima $tevilne protivnetne in terapevtske uginke zoper Stevilne bolezni, kot so artritis,
revmatizem, vnetje sklepov in iSias. Blagodejno deluje pri vrocinskih boleznih, pri mrzlici in
infekcijskih boleznih (gripi). Pomaga pri gastrointestinalnih teZavah, in sicer ureja prebavo,
preprecuje vnetje crevesne sluznice in pojav Crevesnega ulkusa ter hemeroidov. Pomaga tudi
pri boleznih ledvic in urinarnega trakta. Korenine in liste rastline pa uporabljajo za zdravljenje
bronhitisa (Orhan in sod., 2007).

Zaradi Stevilnih vitaminov in drugih ucinkovin je Sipek zelo uporabna zdravilna rastlina.
Sipkov &aj ni le okusen, ampak je zelo koristen kot preventivno sredstvo, ker poveda
obrambne sposobnosti organizma. To je predvsem zasluga vitamina C, ker ima le-ta odlo¢ilno
vlogo pri delovanju imunskega sistema. Poleg tega je vitamin C nujno potreben za pravilno
delovanje nadledvi¢nih Zlez, ki so zivljenjsko pomemben proizvajalec razliénih hormonov.
Pomanjkanje tega vitamina pa upocasni tudi celjenje ran (Pahlow, 1987). Pomaga tudi pri
odpravljanju menstrualnih tezav in uravnava periode menstrualnega ciklusa (Nojavan in sod.,
2008).

Zaradi omenjenih razlogov je zelo priporocljivo uZivanje Sipkovega Caja, saj telesu pomaga
premagati zlasti splo§no oslabelost ter razne infekcijske in vroginske bolezni. Sipek vsebuje
tudi dosti sadnih kislin in pektine. Zaradi teh snovi deluje tudi blago odvajalno, zato ga mnogi
priporoc¢ajo kot dodatek raznim ¢ajem (Pahlow, 1987).

Slika 2: Plodovi gipka (Whittle, 2008)

2.2 ANTIOKSIDANTI

2.2.1 Prosti radikali

Prosti radikali so nestabilne in zelo reaktivne oblike spojin, ki vkljucujejo enega ali vec
neparnih elektronov. V celici nastajajo v normalnih metaboli¢nih procesih in pri izpostavitvi
zunanjim virom oksidacije, kot je npr. cigaretni dim, razli¢ni polutanti — organska topila,
pesticidi in UV svetloba (Bati¢ in Raspor, 2000).
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Pomembna je njihova vloga pri staranju, degenerativnih boleznih, raku, ishemiji,
kardiovaskularnih boleznih, aterosklerozi, zmanjSani imunski odzivnosti, Alzheimerjevi,
Parkinsonovi in Chronovi bolezni, pri sladkorni bolezni, katarakti, bolezni jeter in ledvic, pri
zastrupitvah, pri fizicnih obremenitvah in pri prehrani, v kateri primanjkuje naravnih
antioksidantov (vitaminov A, C, E, B-karotena, flavonoidov, itd.), aminokislin (cistina,
cisteina, glutationa) ter elementov v sledovih (Se, Zn, Mn, Cu) (Korosec, 2000).

Veliko molekularnega kisika, ki se porablja med aerobnim intracelularnim metabolizmom
celice reducirajo do H,O. Ta redukcija poteka v mitohondriju, kjer citokrom oksidaza prenasa
stiri elektrone O,, kar vodi v nastanek reaktivnih kisikovih spojin — prostih radikalov:
superoksidnega aniona, O,", hidroperoksil radikala, HO,’, peroksidnega iona, HO;,
vodikovega peroksida, H,O,, hidroksil radikala, HO", alkoksilnega radikala, RO’
alkilperoksilnega radikala, ROO’, fenoksilnega radikala, ArO" in drugih. Slednji delujejo
znotraj celice in tudi zunajceli¢no in povzroc¢ajo razliéne poskodbe DNA, proteinov, lipidov
in celiénih membran (Bati¢ in Raspor, 2000).

2.2.2 Oksidativni stres

Cloveske, zivalske in rastlinske celice so venomer izpostavljene razli¢nim spremembam, ki
povzrocijo oksidativni stres. Take spremembe so endogenega in eksogenega izvora.
Oksidativni stres se v bioloskih sistemih pokaze potem, Ce je bil sistem dalj ¢asa izpostavljen
oksidantom ali ¢e je priSlo do zmanjSanja antioksidativne sposobnosti organizma ali obeh
(Abram, 2000).

V teh procesih kisikove molekule izgubljajo elektrone, kar povzro¢i nestabilno molekulo
(prosti radikal) in s tem oksidativni stres. Prosti radikali napadejo zdrave celice v telesu, da bi
nasle prosti elektron za svojo stabilizacijo. Ta proces lahko povzroci okvare v zdravih celicah
(Raspor in sod., 2000).

Oksidativni stres je veckrat povezan ali pa vodi v nastanek reaktivnih zvrsti kisika — prostih
radikalov, opisanih v poglavju 2.2.1.

Oksidativni stres preprecujejo antioksidanti z lovljenjem prostih radikalov, s keliranjem
kovinskih ionov, z odstranjevanjem in/ali popravilom oksidativno poskodovanih biomolekul
(Korosec, 2000).

2.2.3 Delitev antioksidantov

V naSem organizmu sta po izvoru dve vrsti antioksidantov: endogeni in eksogeni. Endogene
antioksidante tvori na$ organizem, eksogene pa dobimo s hrano. Meja med obojimi ni ostra,
saj moramo tudi nekatere esencialne elemente kot endogene antioksidante, na primer selen,
dobiti s hrano. Ugotovljena je povezava med eksogenimi antioksidanti hrane in med zascito
pred boleznimi srca in ozilja, nastankom raka in drugimi boleznimi, povezanimi z
oksidativnim stresom v organizmu (Kreft in sod., 2000).

Druga, bolj specifi¢na delitev, pa deli antioksidante na primarne, sekundarne in terciarne.

Primarni antioksidanti nastajajo v organizmu ali jih tvorijo mikroorganizmi, to so predvsem
encimi, superoksid mutaza, glutation peroksidaza, caeruloplazmin. Njihova vloga je
preprecevanje tvorbe prostih radikalov.
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Sekundarni antioksidanti nevtralizirajo novotvorjene proste radikale in preprecujejo, da bi
vstopali v verizne reakcije in tvorili nove proste radikale. Skupina je zelo obsezna, sem
spadajo vitamini C, E, karoten, albumini, polifenoli, nekateri mikrobni polisaharidi, nekateri
flavoni in flavonoidi. Z ustreznim uzivanjem le-teh lahko vzpostavimo ravnotezje v
organizmu in prepre¢imo nastanek s tem povezanih bolezni. Hrana s prisotnimi naravnimi
antioksidanti predstavlja stalno zas¢ito organizma pred oksidacijskimi procesi.

Terciarni antioksidanti so snovi, ki popravljajo poskodbe, ki jih povzrocajo prosti radikali v
strukturi celice (encimi, ki »popravljajo« poSkodbe DNA; metionin sulfoksid reduktaza)
(Kovag in sod., 2000).

2.2.4 Lastnosti in mehanizem antioksidativnega delovanja

Spojine, ki so antioksidanti, preprecujejo oksidacijo snovi. Oksidacijo, ki je verizna reakcija,
povzro¢ajo oksidanti in radikali. Kako preprecujejo antioksidanti oksidacijo, je odvisno od
vrste antioksidanta. Antioksidanti so lahko encimski ali neencimski sistemi, topni v vodi ali
mascobah. Pri oksidaciji lahko odigrajo preventivno vlogo na dva nacina (Abram, 2000).

* Najpogosteje antioksidant poseze v reakcijo avtooksidacije s tem, da hitro odda vodikov
atom radikalu, ki bi sicer omogocil tvorbo peroksidnih radikalov. Nastali produkt mora biti
bolj stabilen kot sam radikal (Raspor in sod., 2000).

* Antioksidant pa lahko onesposobi prosti radikal tudi s prenosom posameznega elektrona.

Prenos vodikovega atoma in prenos posameznega elektrona morata vedno nastopiti paralelno,
a z razli¢no hitrostjo (Wright in sod., 2001).

Ucinkovitost antioksidantov je odvisna od redukcijskega potenciala radikala z enim
elektronom manj kot starSevska spojina. Ceprav je redukcijski potencial glavni faktor pri tem,
kako ucinkovita bo neka spojina kot antioksidant, se je pokazalo, da k celotni u¢inkovitosti
prispevajo tudi druge fizikalnokemijske znacilnosti. Tako je vazna polarnost ali nepolarnost
same spojine in iz tega izvirajoca porazdelitev antioksidanta med polarnim in nepolarnim
medijem in kako dobro se dolofen antioksidant absorbira v organizmu. Ucinkovitost
antioksidantov je tem vecja, ¢im manjsa je jakost vezi A-H. Pri tem nastali radikal ne sme
sproziti novih radikalskih reakcij, niti se hitro oksidirati (Abram, 2000).

2.2.5 Viriin vrste antioksidantov

Najvecja in najnatancnejSa analiza vsebnosti antioksidantov, opravljena v obicajnih hranilih,
kot sta sadje in zelenjava, sedaj kaze, da antioksidante najdemo tudi v manj obicajnih Zivilih,
kot so razne vrste fizola, arti¢oke in celo v krompirju.

Studija nadalje razkriva, da so oreki in za¢imbe, kot so strte nageljnove Zbice, cimet in
origano, bogate z antioksidanti, ¢eprav jih na splosno uzivamo v manjsih koli¢inah kot sadje
in zelenjavo.

Najvi§je med preiskovanimi vrstami sadja so se uvrstile brusnice, borovnice in robide. Med
proucevano zelenjavo pa imajo najvisjo vsebnost antioksidantov fizol, articoke in krompir.

Prvi trije v kategoriji oreskov so bili pekan oreski, orehi in leSniki. Zdrobljene nageljnove
zbice, cimet in origano pa med za¢imbami (Wu, 2004).

Glede na izvor delimo antioksidante na naravne in sinteti¢ne.
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Najpomembnejsi naravni antioksidanti so fenolne spojine, askorbinska kislina, citronska
kislina, tokoferoli, flavonoidi, karotenoidi, ekstrakti nekaterih za¢imb (Zajbelj, rozmarin) in
drugi.

Najpogostejsi sinteticni fenolni antioksidanti so: butil hidroksi anisol (BHA, E320), butil
hidroksi toluen (BHT, E321), propil galat (PG, E310), terc-butil hidrokinon (TBHQ) in drugi.

BHA in BHT sta si zelo podobna in sta dobra antioksidanta za zivalske masScobe, manj
ucinkovita sta v rastlinskih oljih. Stabilna sta v procesih obdelave Zivil.

Propil galat je u€inkovit antioksidant za rastlinske in Zivalske maScobe, za mesne izdelke, t.i.
snack proizvode in drugo.

TBHQ je novejsi antioksidant in je zelo u€inkovit v rastlinskih oljih.

Sinteti¢ni antioksidanti se obi¢ajno uporabljajo v kombinaciji, saj se tako njihov ucinek Se
poveca. So mnogo cenejsi, vendar je zaradi toksi¢nosti nekaterih pri uporabi potrebna
pazljivost. Butil hidroksi toluen (BHT) in butil hidroksi anizol (BHA) sta mocna sinteticna
antioksidanta, vendar obstaja sum, da vsebujeta doloCene substance, ki povzrocajo raka
(Skvarca, 2000).

V danas$njem casu prihajajo v ospredje naravni antioksidanti, predvsem zaradi zdravstvene
oporecnosti in toksi¢nosti nekaterih sinteticnih antioksidantov.

2.2.5.1 Vitamin C

Vitamin C ali askorbinska kislina (AA) je vodotopen vitamin, brez vonja, s kemijsko formulo
CsHgOg. V reverzibilni reakciji se lahko oksidira in tvori dehidroaskorbinsko kislino (DHA).

Pomembnost vitamina C so prvi¢ odkrili leta 1747. Je zelo pomemben vodotopen antioksidant
v Cloveskem organizmu. Poleg nekaj ostalih vrst tudi ljudje potrebujemo encim, ki pretvori
glukozo v vitamin C. Vitamin oddaja elektrone in s tem prekine verizno reakcijo mascobno
peroksidacijo. Vodotopne lastnosti vitamina »ustavijo« proste radikale Se preden ti prispejo
do celicnih membran. Vitamin C je pomemben pri kolagenski tvorbi in posledi¢no pri
stabilizaciji peptidov. Neposredno ima AA pomembno regulacijsko vlogo skozi celo telo in je
vklju¢ena v sintezo hormonov, hormon-sproscujocih faktorjev in nevrotransmiterjev.

Izbor zivil, ki vsebujejo vitamin C, je zelo obsezen. Splosno je znano, da so najboljsi vir
vitamina C citrusi, kot so pomaranée in njihovi sokovi. Sirok izbor ostalih Zivil prav tako
vsebuje zadosten delez vitamina C, na primer ananas, sladka paprika, brokoli, brsti¢ni ohrovt,
cvetaca, ¢rni ribez, in Sipek. Od nastetih zivil vsebuje Sipek najvec vitamina C, torej plodove
grma uporabljamo v razli¢ne preventivne namene (Nojavan, 2008).
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Slika 3: Strukturna formula askorbinske kisline (Linster in Van Schaftingen, 2007)

2.2.5.2 Karotenoidi in vitamin A

Karotenoidi so zelo razsirjeni rastlinski pigmenti. Najdemo jih v membranah kloroplastov v
vseh zelenih tkivih in v stromi kromoplastov v rumeno, oranzno in rdece obarvanih tkivih.
Karotenoidi v kromoplastih sluzijo za privabljanje opraSevalcev in raznaSalcev semen in
plodov. V kloroplastu pa imajo pomembno vlogo pri fotosintezi. Najdemo pa jih tudi v
zivalskem tkivu, kjer imajo vlogo antioksidantov ali imunomodulatorjev, antimutagenih in
tumor-preprecevalnih agensev. Karotenoide uporabljajo v medicini in kozmetiki, prav tako pa
je dobro poznana tudi njihova uporaba v zivilstvu (barvila, antioksidanti) (Hodisan in sod.,
1997).

Vecina vi§je razvitih rastlin vsebuje naslednje karotenoide: B-karoten, lutein, violaksantin in
neoksantin, ter manjse koli¢ine zeaksantina, anteraksantina in a-karotena (Sircelj, 2008).

Karotenoidi so mo¢no nenasiceni derivati izoprena. Ker se na dvojnih vezeh lahko pojavi cis-
trans izomerija, so mozne Stevilne oblike. Navadno imajo obliko izomerov, v katerih imajo
vse dvojne vezi trans-konfiguracijo.

Pravi karotenoidi in ksantofili imajo 40 ogljikovih atomov: to ustreza 8 izoprenovim
ostanikom. Odkrili so, da je mevalonska kislina vazen prekurzor. Rastlinski encimi jo
spremene v karotenoide (Karlson, 1980).

Za nas je eden najpomembnejSih oranzni karotenoid [-karoten in se nahaja npr. v
kromoplastih v korenini korenja in je prekurzor vitamina A. Med presnovo v cloveskem
organizmu molekula B-karotena razpade na dve enaki polovici, ki se imenujeta vitamin A ali
retinol. Z oksidacijo se retinol pretvori v retinal. Retinal se v o€esni mreznici vgradi v protein,
s katerim zaznavamo svetlobo (Vilhar, 2005).

Slika 4: Strukturna formula B-karotena (Kiokias in sod., 2008)
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2.2.5.3 Tokoferoli

Tokoferoli se nahajajo v bioloskih materialih, Zivilih in Zivalski krmi. Prisotni so v razli¢nih
oblikah (alfa, beta, delta, gama tokoferol) in imajo vitaminsko in antioksidacijsko delovanje.
Obstajajo razlicni tokoferoli, ki se razlikujejo po Stevilu metilnih skupin. Najboljse
antioksidacijsko delovanje ima delta-tokoferol, najbolj$e vitaminsko pa a-tokoferol (vitamin
E).

Naravni tokoferoli se nahajajo v rastlinskih tkivih, zlasti veliko jih vsebujejo rastlinska olja
(ve¢ kot 3000 ppm). Dober vir tokoferolov so predvsem sojino in palmino olje ter olje
pSenicnih kalckov.

Poleg tega, da vitamin E preprecuje oksidativno poskodbo celi¢nih membran, pomaga tudi pri
zasCitl drugih aktivnih komponent, npr. vitamina A, hormonov, ubikinona, encimov (Belitz in
sod., 1999). Antioksidativno delovanje tokoferolov je odvisno od temperature, saj je pri nizjih
temperaturah (20 do 60 °C) ucinkovito pri alfa tokoferolu, temu sledijo
gama > beta > delta tokoferol. Medtem ko je pri vi§jih temperaturah (80 do 120 °C)
ucinkovitost naslednja: delta > gama > alfa > beta tokoferol. Negativne posledice na

antioksidativno delovanje imata visoka temperatura in prisotnost kisika ter kovin (Skvarca,
2000).

>, ch cH, |
CH;— CH,— CH,— CH T CH,

3

HC
HO
CH,
Slika 5: Strukturna formula a-tokoferola (vitamin E) (Schréter in sod., 1993)

2.2.5.4 Polifenoli

Polifenoli vsebujejo ve¢ —OH skupin, ki so vezane neposredno na aromatsko jedro. Na
aromatskem jedru so lahko poleg -OH-skupin vezane tudi stranske verige (Schréter in sod.,
1993). Polifenoli so sekundarni rastlinski metaboliti, poznamo jih ve¢ vrst (Hribar in sod.,
2001):

* hidroksibenzojske kisline (klorogenska kislina v aroniji in slivah ter elagi¢na kislina v
jagodah),

» flavani (katehin in epikatehin v zelenem ¢aju in jabolkih),

« antocianidini (cianidin v krizancih med malino in robido in v bezgovih jagodah, malvidin v
rde¢em grozdju),

* dihidrokalkoni (floridzin v jabolkih),
* flavononi (hesperidin, naringin, eriocitrin v citrusih),
« flavonoli (kvercetin v kutini in bezgu, miricetin v brusnicah),

* resveratrol, ki se nahaja v rdecih vinih in grozdnem soku.
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Zaradi pestrosti in razSirjenosti so rastlinski fenoli ena izmed najpomembnejSih skupin
naravnih antioksidantov. Imajo veliko skupnih bioloSkih in kemijskih lastnosti, imenovane
antioksidativna aktivnost. Imajo sposobnost razvrS¢anja aktivnih kisikovih vrst in elektrofilov.
Ovirajo tudi nitrozaminacijo in kelacijo kovinskih ionov, ki so potencialni za pojav
avtooksidacije in imajo sposobnost prilagajati encimsko aktivnost posameznih celic (Robards
in sod., 1999).

Ena najpomembnejsih funkcij polifenolov je, da v vecji koncentraciji lahko $¢itijo rastline
pred napadi virusov, bakterij, kvasovk in tudi rastlinojedih organizmov. Zaradi njihovega
grenkega okusa izbiramo med razli¢nimi rastlinami in med deli rastlin take, pri katerih je le-ta
manj izrazit (Kreft in sod., 2000).

Slika 6: Osnovna strukturna formula flavonoidov (Robards, 2003)
Antocianidini

Antocianidine najdemo v razli¢nih vrstah sadja in zelenjave ter zelis¢ih, npr. ¢e$njah jagodah,
grozdju, viSnjah, jabolkih, hruskah, breskvah, rde€em in ¢rnem ribezu, pomarancah, Sipku,
rde¢em zelju, rdeci Cebuli,... Dajejo modro, rdeco in vijoliCasto barvo. Najpomembnejsi in
najpogostej§i med njimi so: pelargonidin, cianidin in delfinidin (Belitz in sod., 1999).
Posamezni glavni tipi antocianidinov se lo¢ijo le po Stevilu —OH skupin na aromatskem
obrocu B. Antocianidini preidejo z vezavo sladkorjev na mestu 3 v antocianine (Abram in
Simcic¢, 1997).

Barva antocianinov je odvisna od vrednosti pH medija (Belitz in sod., 1999). Obcutljivi so
tudi na svetlobo. Nestabilni so pod vplivom UV in vidnega dela spektra ali kateregakoli
drugega ionizacijskega sevanja. Na njihovo razgradnjo v rastlinskem tkivu in spremembo
barve vplivajo tudi encimi, ki se imenujejo antocianaze (glikozidaze in polifenoloksidaze)
(Hendry in Houghton, 1996).

Slika 7: Osnovna strukturna formula antocianidinov (Robards, 2003)
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Flavonoli in flavoni

Flavonoidi, kot predstavniki kondenziranih taninov, so kompleksne strukture, katerih temelj
so enostavni fenoli oz. hidrolizabilni tanini. Osnova hidrolizabilnih taninov je galna kislina in
njeni dimeri (digalna in elagova kislina), ki z esterifikacijo tvorijo kompleksnejSe spojine.
Flavonoidi so Siroko razsirjeni v rastlinskem svetu, saj jih poleg v plodu najdemo tudi v
lupini, listih rastlin. Izhajajo iz flavonov (2-fenilbenzopironi), derivati pa so Stevilni, kot
denimo flavanoni, izoflavanoni, kalkoni, auroni ter njihove variacije (Straze, 2000).

Pomembnejsi flavonoidi v hrani so kvercetin, miricetin, kamferol, apigenin in luteolin. Od
tega so prvi trije flavonoli, apigenin in luteolin pa sta flavona (Caballero in sod., 2003).
Predstavljajo bledo rumene komponente rastlin (Belitz in sod.cisli, 1999).

Poleg nastetih fenolnih spojin pa pomemben delez prispevajo tudi elaginska kislina,
naringenin, galangin, pinocembrin in krizin.

Dnevni vnos flavonoidov v ¢loveski organizem v dieti zahodnoevropskih dezel je bil ocenjen
na nekaj 100 mg/dan. Zato je pomembno, da uzivamo te spojine vsak dan, saj je samo na ta
nacin mozno zagotoviti u¢inkovito zascito pred prostimi radikali (Vrhovsek, 2001).

Slika 8: Osnovna strukturna formula flavonolov (Robards, 2003)
Elaginska kislina

Elaginska kislina je fenolna spojina. Stevilne raziskave so potrdile njeno antioksidativno,
antimikrobno, protivirozno, protivnetno in protitumorno delovanje. Njen bioloski izkoristek je
odvisen od njene oblike, v kateri se nahaja v organizmu, katero celica prepozna in jo uporabi.
To je lahko prosta kemijska oblika ali v kombinaciji z drugo biomolekulo. Obi¢ajno pa se
elaginska kislina spoji z molekulo sladkorja.

Nahaja se v grozdju, jagodah, robidah, borovnicah, Sipku, orehih,... (Saucedo-Pompa in sod.,
2009).
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Slika 9: Strukturna formula elaginske kisline (Sekiguchi in sod., 2009)
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Kvercetin

V Studijah je bilo ugotovljeno, da ima kvercetin izmed vseh flavonoidov najvecjo aktivnost.
Ucinkovito delovanje mnogih zdravilnih rastlin je posledica visoke vsebnosti kvercetina.
Deluje protivnetno, pri ¢emer inhibira zacetne vnetne procese. Poleg tega je tudi mocan
antioksidant. Dokazano pa je bilo tudi protitumorno delovanje (Hwang in sod., 2009).

OH

0 O

OH
OH O

Slika 10: Strukturna formula kvercetina (Zhang in sod., 2008)
Luteolin

Luteolin uvrs¢amo v podskupino flavonov in se obicajno pojavlja v glikolizirani obliki v
z¢leni, zeleni papriki, kamilicnem c¢aju,... Raziskave so potrdile njegovo antimutageno,
protitumorno, protivnetno in protialergijsko delovanje. Pripisujejo mu tudi lovljenje prostih
radikalov in oviranje protein kinaze C (Shimoi in sod., 1998).

OH
o) o)
‘ | OH
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Slika 11: Strukturna formula luteolina (Zhang in sod., 2008)
Kamferol

Kamferol uvr§¢amo v skupino flavonolov in se pojavlja v dveh oblikah in sicer glikozidni ali
aglikonski. Vendar pa absorpcija te fenolne spojine v ¢loveskem organizmu ni odvisna od
njene oblike. Kemijska struktura kamferola je zelo podobna kvercetinovi in se razlikuje le po
eni hidroksilni skupini v B-obroc¢u (Ciolino in sod., 1999).
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Slika 12: Strukturna formula kamferola (Zhang in sod., 2008)
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Naringenin
Flavanon naringenin ima antikarcinogene in antioksidativne lastnosti. Velik delez le-tega

vsebujeta pomaranc¢ni sok in sok grenivke (Erlund in sod., 2001).

OH

OH Q

Slika 13: Strukturna formula naringenina (4',5,7-trihidroksiflavanon) (Fuhr in sod., 1993)
Apigenin

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) se nahaja v razlicnem sadju in zelenjavi, kot so petersilj,
¢ebula, pomarance, caji, kamilice, pSeni¢ni poganjki in nekaterem sezonskem rastlinju.
Raziskave so pokazale, da deluje protivnetno, antikarcinogeno in antioksidatvno (Gupta in

sod., 2001).
OH
C\/'@/
O
OH
Slika 14: Strukturna formula apigenina (Gupta in sod., 2001)
Galangin

Galanginu pripisujejo Stevilne bioloske aktivnosti, kot so antimutageno, anti-klastogeno,
antioksidativno delovanje in uravnavanje aktivnosti metaboli¢nih encimov. Raziskave so
pokazale tudi njegovo antigenotoksi¢no delovanje, kar pomeni, da bi ga lahko uporabili pri
zdravljenju raka oz. Ze kot preventivni agens (Heo in sod., 2001).
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Slika 15: Strukturna formula galangina (Heo in sod., 2001)
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Pinocembrin

Pinocembrin je tudi eden od flavonoidov kateremu posve€amo ve¢ pozornosti zaradi
njegovega pozitivnega ucinka na Cloveski organizem. Deluje protivnetno, antioksidativno,
protitromboti¢no, antimikrobno, protialergijsko, protivirusno, protiasmaticno in kot agens
proti razvoju raka (Guang in Du, 2006).

HO o @

OoH O

Slika 16: Strukturna formula pinocembrina (Yang in sod., 2009)
2.3  METODE ZA DOLOCANJE ANTIOKSIDANTOV
2.3.1 Dolocanje skupne antioksidativne aktivnosti

2.3.1.1 Indirektna metoda z radikalom DPPH"

Metodo z radikalom DPPH’ je prvi¢ predstavil Marsden Blois pred priblizno petdesetimi leti.
V svojem modelu je prikazal reakcijo ene molekule DPPH’ z eno molekulo antioksidanta, kar
pomeni, da je stehiometrija reakcije 1:1. Primer reakcije med radikalom DPPH" in molekulo
cisteina (RSH):

DPPH’ + RSH = DPPH, + RS e

Prosti radikal RS’ potem reagira z drugo molekulo iste vrste, ki je nastala z vzporedno
reakcijo:

RS'+RS'=RS-RS .. (2)
Torej sta za redukcijo dveh molekul DPPH" potrebni dve molekuli cisteina.

Metoda DPPH’ je ena izmed metod za spektrofotometriéno dolocanje antioksidativne
aktivnosti in temelji na uporabi stabilnega prostega radikala difenilpikrilhidrazila (DPPH")
(Ci1gH12NsOg: M; = 394,33). Molekula 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil je karakterizirana kot
stabilni prosti radikal, ki zaradi delokalizacije prostega elektrona ne tvori dimer, kot bi jih
molekule v primeru z mnogimi ostalimi prostimi radikali. Kot posledica delokalizacije je tudi
mocna vijoliéna barva raztopine DPPH’ v metanolu oziroma etanolu in ima absorpcijski
maksimum pri priblizno 515 nm - 520 nm.

Ko raztopino DPPH" zmeSamo s snovjo, ki lahko odda vodikov atom, se ta pretvori v
reducirano obliko in obenem izgubi vijoliéno barvo, ostane pa bledo rumena barva zaradi
prisotnosti pikrilne kisline. Ce predstavimo radikal DPPH’ kot Z* in donorsko molekulo kot
AH, je primarna reakcija naslednja:

Z +AH=ZH+A’ .. 3)

pri ¢emer je ZH reducirana oblika, A" pa je prosti radikal, ki je nastal v prvem koraku.
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Eden od parametrov, ki je pomemben pri interpretaciji rezultatov, je tako imenovana
koncentracija u¢inkovitosti oziroma ECs ali ICsy. Definirana je kot koncentracija substrata, ki
povzro¢i 50 % izgubo aktivnosti DPPH™ (Molyneux, 2004). Rezultate lahko interpretiramo
tudi s pomocjo umeritvene krivulje, pri ¢emer pazimo, da nam izmerjene absorbance vzorcev
priblizno ustrezajo sredinskim vrednostim na umeritveni krivulji.

Metoda deluje enako, ne glede na to ali uporabljamo kot topilo etanol ali metanol.
Priporocena vrednost pH prvotnih virov je bila v obmocju od 5,0 do 6,5, vendar je praksa
pokazala, da vrednost pH nima posebne vloge pri reakciji. Koncentracijo DPPH’ v kiveti
izberemo v obmocju od 50 uM do 100 uM, da je absorbanca manj kot ena. Priporocen
reakcijski ¢as metode je 30 minut oziroma si ga prilagodimo sami in je odvisen tudi od
vsebnosti antioksidantov v nasem vzorcu (Molyneux, 2004).

2.3.1.2 Luminescen¢na metoda

Naziv luminescenca je leta 1888 vpeljal E. Wiedemann in je veljal za vse »svetlobne pojave,
ki jih ne povzroca le viSanje temperature«, kar je bila ze uveljavljena definicija fosforescence
(Gribkovskii, 1998).

Luminescenca je posledica emisije UV, vidnega ali infra-rdecega sevanja molekul ali atomov
in je rezultat prehajanja elektronov iz vzbujenega stanja v nizji energetski nivo, obic¢ajno v
osnovno stanje (Jimenez in Navas, 2002).

Poznamo vec vrst luminescence (Atari, 1982):

Povezane s toploto:
- kandoluminescenca

- piroluminescenca
- termoluminescenca

Povezane z radiacijo:
- fotoluminescenca

- katodoluminescenca
- anodoluminescenca
- radioluminescenca

Povezane z elektri¢nim pojavom:
- elektroluminescenca in piezoluminescenca

- galvanoluminescenca
- sonoluminescenca

Povezane s strukturnimi preureditvami trdnin:
- triboluminescenca

- kristaloluminescenca
- lioluminescenca

Povezane s kemijskimi reakcijami:
- kemiluminescenca

- bioluminescenca
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Pri nasih eksperimentih smo merili kemiluminescenco, ki je definirana kot emisija svetlobe,
ki se sprosti ob kemijski reakciji pri normalni temperaturi. O fenomenu hladne svetlobe lahko
govorimo, kadar rahlo eksotermna reakcija proizvaja molekule v elektronsko vzbujenem
stanju. Ko se te molekule vracajo v osnovno stanje, sprostijo fotone (energijo v obliki
svetlobe). To se dogaja v tekocih, trdnih in plinastih agregatnih stanjih.

V literaturi najdemo veliko podatkov, ki govorijo o uporabnosti kemiluminescen¢ne metode v
zdravstvu, zivilstvu, okoljski ali analizni kemiji (Jimenez in Navas, 2002).

NH, O

Slika 17: Strukturna formula luminola (Voicescu in sod., 2006)
Metoda hrenova peroksidaza-luminol-H,0O,

Raziskave so pokazale sploSno uporabo kemiluminescencne metode, pri kateri uporabljamo
hrenova peroksidaza-luminol-hidrogen peroksidni sistem (HRP-luminol-H,O;) kot obcutljivo
metodo za opazovanje prostih radikalov in prostih reaktivnih metabolitov, encimov, celic,
oziroma organskih sistemov in za opazovanje antioksidativne aktivnosti. Encim peroksidaza
reagira s H,O, in pri tem nastane oksidirana peroksidaza, ki reagira naprej z anionom
luminola, tako da nastanejo njegovi radikali. Le-ti reagirajo v nadaljnjih reakcijah, pri cemer
nastaja endoperoksid, ki se kasneje razgradi v elektronsko vzbujeni dianion 3-aminoftalat, ki
je najprej v energetsko bogatejSem stanju (vzbujeno stanje), nato pa preide v osnovno stanje,
pri cemer se presezek energije sprosti kot svetloba (luminescenca). Ker je pojav posledica
kemicne reakcije, govorimo o kemiluminescenci (Georgetti in sod., 2003). Reakcija je
inhibirana, dokler so antioksidanti na voljo. Ko se le-ti porabijo, ponovno poteka oksidacija
luminola, kar povrne intenziteto luminescence na prvotno vrednost. AOP je povezan s ¢asom
zakasnitve luminescence in na ta nacin lahko posredno ugotavljamo AOP vzorca (Klepac,
2008).

MH, O MH: O
NH HyO5 1 OH o
| _ . S —— : ) * Nz + E
N katalizator \/\IU
| peraksidaza
L8]
Luitmirol Aminoftalst

Slika 18: Kemijska reakcija luminola s superoksidnim radikalnim anionom (Voicescu in sod.,
2006)
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2.3.2 Dolocanje skupnih fenolnih spojin

Skupne fenolne spojine dolo¢amo z uporabo Folin-Ciocalteau-jevega (F—C) reagenta. To¢na
kemijska sestava le-tega ni znana, je pa sprejeto, da vsebuje fosfomolibdenski/fosfovolframov
kislinski kompleks. Metoda F—C temelji na prenosu elektronov iz fenolnih komponent in
ostalih reduciranih vrst na molibden v alkalnem mediju, pri ¢emer se fenolne spojine
oksidirajo in obarvajo modro. Absorbanco obarvanih kompleksov  izmerimo
spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 746 nm.

Slabost metode je, da je potrebno opraviti meritve absorbance po to¢no dolocenem casu, kar
vCasih predstavlja problem pri rutinskih analizah. Poleg tega, pa predstavlja problem tudi
njena zasnova na vodni fazi, zato ni primerna za lipofilne komponente oz. matrikse. Poleg
tega reagent F—C ni specifi¢en samo za fenolne spojine, temve¢ lahko z njim reagirajo tudi
druge, ne-fenolne komponente (npr. aromatic¢ni amini, antioksidanti (askorbinska kislina,...),
Cu(l), Fe(Il), itn.), kar moramo pri analizah upostevati (Magalhaes in sod., 2008).

2.3.3 Dolocanje posameznih antioksidantov

2.3.3.1 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti

HPLC ali tekoCinska kromatografija visoke locljivosti (high performance liquid
chromatography) omogocCa loCevanje snovi na osnovi adsorbcije, porazdelitve, ionske
izmenjave, velikosti molekul in bioloske afinitete na nosilcih in v kolonah, ki zdrze velike
delovne tlake. Pri obicajnih kolonskih izvedbah omenjene kromatografije je za loCevanje
pomembna predvsem dolzina kolone, ki odreja Stevilo teoreticnih porazdelitvenih podov v
koloni. Vecje kot je to Stevilo, ve€ je moznosti za porazdelitev razli¢nih molekul in boljsa je
njihova logitev. Stevilo teoretiénih porazdelitvenih podov naraica, kadar se delci nosilca
manjSajo (veca se razmerje med povrsino in volumnom). Po drugi strani pa se manjsa pretok
mobilne faze skozi kolono, kar privede do nezazelenih difuzijskih pojavov, ki loCevanje
poslabsajo. Ucinkov difuzije se lahko znebimo tako, da skrajSamo ¢as zadrZzevanja mobilne
faze v koloni, kar lahko dosezemo z zviSanjem delovnega tlaka. Pri normalnih
kromatografskih izvedbah to dosezemo z razliko tlaka med vrhom in dnom kolone. HPLC se
odlikuje z izredno veliko loc¢ljivostjo in obcutljivostjo. Ker je nicelni volumen med delci
nosilca izredno majhen, prepreci velike razred¢itve komponent vzorca, ki ga locujemo.

Zaradi velikega Stevila teoreticnih podov v kolonah HPLC, je resolucija molekul v takih
kolonah zelo velika. Ob ustrezni izbiri metode so molekule iz vzorca ostro loCene, kar se
odraza v zelo ozkih vrhovih. Polozaj posameznega vrha opredeljujejo zadrzevalni ¢asi, ki nam
povedo, koliko Casa se je neka snov v koloni zadrZevala in kak$ni so pogoji, pri kateri se snov
spere iz kolone. Ce HPLC deluje pravilno, morajo biti zadrzevalni ¢asi (pod enakimi pogoji)
za isto snov vedno enaki ali vsaj zelo podobni. Za neko snov lahko predvidevamo, da je Cista
takrat, kadar je njen vrh simetri¢en in dobro lo¢en od drugih vrhov. Vsaka druga oblika vrha
zahteva ustrezno spremembo metode (kolone, mobilne faze, temperature, itd.).

Stacionarna faza (nosilci)

Nosilci (stacionarna faza), ki se uporabljajo v kolonah HPLC, so narejeni na osnovi silikagela.
Nemodificiran silikagel predstavlja polarno stacionarno fazo, ki se v tehnikah HPLC ne
uporablja veliko, razen za lo¢evanje mo¢no polarnih organskih molekul. Vecino nosilcev za
kolone HPLC pripravijo tako, da silikagel kemi¢no modificirajo, s ¢imer dobimo t.i. reverzno
(obrnjeno) fazo (nepolarna stacionarna faza) ali nosilce, ki delujejo kot ionski izmenjevalci.
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Silikagel spremenimo tako, da nanj vezemo silanolne skupine (Si-OH), preko teh pa razlicne
dolge alifatske verige (C, C4 Cg C3g) ali fenilne, ciano, nitro skupine, ki dajejo nosilcu bolj ali
manj nepolaren znacaj. Lahko vezemo tudi skupine, ki delujejo kot ionski izmenjevalci, kot
so amino, dimetilamino, sulfonska ali kvartarna amonijeva skupina. Delci, ki sestavljajo
nosilec, so lahko sferi¢ni ali nepravilnih oblik in imajo vecinoma velikost od 3-10 um s
porami, velikimi od 5 do 400 nm (Sepci¢ in sod, 1997).

Mobilna faza

Mobilna faza se nanasa na stacionarno fazo. Ima vlogo nosilca posamezne raztopine vzorca,
ki se nanese nanjo s pomocjo injektorja. Nato raztopina vzorca potuje skozi kolono z mobilno
fazo, komponente raztopine pa migrirajo po koloni glede na nekovalentne interakcije s
stacionarno fazo. Stopnja migracij in separacij komponent vzorca je odvisna od kemijskih
interakcij mobilne faze in vzorca s stacionarno fazo. Na primer, tisti vzorci, ki bolje reagirajo
z mobilno fazo, se bodo hitreje eluirali iz kolone in imajo posledi¢no krajsi zadrzevalni cas.
Mobilno fazo je zato potrebno prilagoditi glede na interakcije vzorca s stacionarno fazo
(Synder in sod., 1983).

Tipi kolon

Kolone, ki se uporabljajo v tehniki HPLC, morajo biti mehansko odporne zaradi visokih
delovnih pritiskov in so zato ve¢inoma narejene iz nerjavecega jekla. Analitske kolone HPLC
so relativno majhne, ve¢inoma od 5 do 25 ¢cm z notranjim premerom med 0,4 in 0,6 cm. Semi-
preparativne kolone so nekoliko debelejSe z notranjim premerom med 1 in 2,5 cm. Prenesejo
delovni tlak od 5 do 20 kg/cm®. Navadno so industrijsko napolnjene z ustreznim nosilcem.

Srce vsakega sistema HPLC je crpalka, ki ustvarja delovni pritisk med 250 in 400 bari.
Crpalka poganja mobilno fazo skozi kolono, eluirane frakcije pa analiziramo z ustreznim
detektorjem. Crpalka je lahko izokratska, tako kot v nasem primeru, kar pomeni, da ¢rpa skozi
kolono le eno mobilno fazo s konstantnim razmerjem topil, ali binarna, terciarna ali kvartarna,
kar nam omogoca gradientno elucijo snovi iz kolone. Vzorec se vbrizga na kolono preko
posebne zanke z injekcijsko iglo (navadno od 15 pl do 1 mL), ki je vtaknjena v poseben ventil
— injektor (Sepci¢ in sod, 1997).

Eluirane frakcije analiziramo z raznimi tipi detektorjev. Meritev poteka kontinuirano, ker je
prav Cas zadrZevanja na koloni oz. V. karakteristi¢en za snov. Detektorji lahko merijo razlike
v fizikalnih lastnostih mobilne faze in v njej raztopljenih snovi, npr. z merjenjem lomnega
koli¢nika (RIC), gostote, dielektricne konstante, elektricne prevodnosti (konduktometri¢ni
detektorji). Lahko pa merijo lastnosti topljenca, npr. absorpcijo svetlobe (UV-, IR-detektor),
fluorescenco (fluorescencni detektor), elektrokemijske lastnosti analita (amperometricni,
polarografski in kulometri¢ni detektorji), detektorji za radioaktivnost itd. Izbira detektorja je
odvisna od komponent, ki jih Zelimo doloc¢ati, vezana pa je tudi na poznavanje osnovnih
lastnosti samega detektorja, med katerimi so najpomembnejSi parametri linearnost,
obcutljivost in Sum. V zadnjem c¢asu se vse bolj uveljavljajo tudi »diode-array« in »fast-scan«
detektorji, ki so v principu UV-VIS detektorji, le da omogocajo trodimenzionalno sliko (¢as,
intenziteta, valovna dolzina) (Rudan-Tasi¢ in sod., 2007).

Vecino sistemov HPLC vodi racunalnik, preko katerega uravnavamo vse parametre. Z
njegovo pomocjo tudi ovrednotimo rezultate.
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HPLC se v glavnem uporablja kot absorpcijska in ionsko izmenjevalna kromatografija za
lo¢evanje majhnih molekul (peptidov, aminokislin, ogljikovih hidratov, t-RNA, vitaminov ter
drugih organskih molekul).

Prednost analitskih in separacijskih tehnik HPLC pred klasi¢no kromatografijo je v kratkih
casih locitve, veliki ponovljivosti in visoki obcutljivosti detekcije (Sepci¢ in sod, 1997).

Elucija lotenega
2 ~-C_E EE] materiala § koione
j , KOLONA
MOBILNA FAZA el
ERPALKA |—=|INJEKTOR ] H U ]_l UI i i

KOLEKTOR
ks D\)\MJ\
Injiciranje vzorca
s trami snovmi —
A.BinC KROMATOGRAM

Slika 19: Sestavni deli aparata HPLC (Sepci¢ in sod, 1997)
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Slika 20: Princip delovanja HPLC (Sepci¢ in sod, 1997)
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Dolocanje askorbinske kisline

Za dolocanje vsebnosti askorbinske kisline (AA) v razli¢nih vzorcih so bile razvite Stevilne
metode. Vkljucujejo spektrofotometrijo, kalorimetrijo, kemiluminiscenco, voltametrijo,
encimske analize in amperometricne metode. Metode so sicer relativno enostavne, a imajo
tudi slabe strani, kot so na primer slaba obcutljivost, selektivnost, stabilnost in priprava
posameznih vzorcev. Danes sta najbolj uporabni tehniki za analizo AA v razli¢nih vzorcih
HPLC in kapilarna elektroforeza (Nojavan, 2008).

Za Sipek velja, da vsebuje visoke vrednosti AA, ki ima absorbcijski maximum pri okoli 240-
250 nm (Salminen in sod., 2005).

Dolocitev obeh oblik vitamina C; askorbinske kisline (AA) in dehidroaskorbinske kisline
(DHA), ni enostavna. AA in DHA sta slabo stabilni. NajuspesnejSo ekstrakcijo v vzorcih Zivil

zagotovi metafosforna kislina zato, ker prepre¢i oksidacijo AA bolje kot ostale kisline
(Iglesias in sod., 2006).

2.3.3.2 HPLC-MS

Masni spektrometer (MS) je naprava, v kateri nastanejo iz molekul spojin v plinski fazi ioni,
ki jih aparat nato lo¢i po razmerju masa/naboj. PomembnejSe komponente MS so sistem za
uvajanje vzorca, izvor ionov, masni analizator, detektor, obdelava signala in zapis. Z MS
dobimo poleg jakosti signala tudi spektralne podatke, ki dajo podatke o molski masi, strukturi,
identiteti, koli€ini in Cistosti vzorca. Za vecino spojin je masni spektrometer bolj obcutljiv in
dosti bolj specificen kot vsi drugi detektorji, ki se uporabljajo pri tekoc¢inski kromatografiji. Z
njim lahko identificiramo komponente v kromatografskih vrhovih, ki se sicer niso dobro
locili.

Dve spojini imata lahko enak UV spekter ali enak masni spekter, skoraj nemogoce pa je, da
sta oba spektra enaka. Zato pri povezavi HPLC-MS ni potrebno poskrbeti za boljSo
kromatografsko lo¢bo. HPLC omogoci kromatografsko loCevanje analitov pred MS analizo.
Pri tem je pomembno vedeti, da imata HPLC in MS razli¢ne pogoje delovanja. HPLC deluje
pri velikih hitrostih pretoka in tlakih ter ve¢inoma sobni temperaturi. Vzorec in topila so v
tekoCem agregatnem stanju. MS pa deluje pri majhnih pretokih, velikem vakuumu in vzorec
je v plinasti fazi pri vi§ji temperaturi. Najvecji problem pri tej povezavi je odstranjevanje
topila, ki ga uporabljamo pri HPLC. Najboljse rezultate pri povezavi HPLC in MS omogocajo
inStrumenti z ionizacijo z elektrorazprSevanjem (ESI) in s kemijsko ionizacijo pri
atmosferskem tlaku (APCI) in fotonizacijo pri atmosferskem tlaku (APPI).

Ionizacija z elektrorazprsevanjem (ESI)

ESI temelji na tem, da so v eluatu Ze ioni analita preden ta doseze masni spekter. Eluat, ki
pride iz HPLC kolone, razprSimo v komori pri atmosferskem tlaku v prisotnosti mo¢nega
elektrostatiCnega polja in vroCega nosilnega plina. Elektrostati¢no polje povzroci nadaljnjo
ionizacijo molekul analita, segret nosilni plin pa povzroCi evaporacijo topila iz kapljic.
Kapljice se zaradi tega zmanjSajo, koncentracija nabojev v kapljicah pa poveca. Zaradi
skrajSane razdalje med ioni pride do odboja med istoimenskimi ioni in njihovega spro§¢anja v
plinski fazo. Nastale ione pritegne vzorcna kapilara in jih nato usmeri v masni analizator. Med
tem c¢asom, ko so ioni presli v plinsko fazo in ¢asom, ko so dosegli masni analizator, lahko
pride tudi do prenosa protonov ali izmenjave naboja. Ionizacija z elektrorazprSevanjem je



22

Potoc¢nik S. Vpliv zorenja na vsebnost antioksidantov v plodovih Sipka.
Dipl. delo. Ljubljana. Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2009

dobra za velike molekule, kot so peptidi in proteini ter oligonukleotidi in tudi manjse
molekule (Abram in sod., 2001).
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Slika 21: Reverzna faza; HPLC-ESI-MS (Aldstadt in Ammerman, 2005)
Analiza polifenolnih spojin s HPLC-MS

Polifenolne spojine so pomembni antioksidanti in sodelujejo pri razli¢nih fizioloskih in
bioloskih aktivnostih v procesu c¢loveskega metabolizma. Zato je identifikacija
antioksidantov, polifenolnih spojin ter produktov njihove razgradnje zelo pomembna (Rudan-
Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Rastlinski polifenoli so lahko enostavne molekule, kot so na primer fenolne kisline, ali pa zelo
razvejane molekule (tanini). Pojavljajo se v konjugirani obliki z enim ali ve¢ sladkornih
ostankov, vezanih na hidroksilne skupine. Prav tako pa obstajajo tudi polifenoli, ki imajo
sladkorno komponento direktno vezano na ogljikov atom v aromatskem obrocu. V razli¢nih
rastlinah pa so nasli tudi nekonjugirane polifenole (Hvattum, 2002).

Ker se polifenolne substance obicajno nahajajo v rastlinah kot kompleksne zmesi, so v
sploSnem potrebne sklopljene tehnike. V te namene se uspe$no uporabljajo HPLC-MS,
MALDI-TOF-MS in GC-MS (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).

Za dolocanje polifenolov so pri tehniki HPLC-MS najbolj uporabni instrumenti z ionizacijo z
elektrorazprSevanjem (ESI) in s kemijsko ionizacijo pri atmosferskem tlaku (APCI). Pri teh
dveh naé¢inih ionizacije dobimo podatek o [M—H]" ali [M—H] ionih, ki so v procesu ionizacije
nastali iz polifenolnih spojin. Posamezne polifenole potem lahko identificiramo in
kvantificiramo s primerjavo spektrov standardnih raztopin (Hvattum, 2002).

2.3.3.3 Ekstrakcija na trdni fazi (SPE)

Ekstrakcija na trdni fazi (SPE) je tehnika, pri kateri z uporabo trdne in tekoce faze izoliramo
eno komponento ali eno vrsto komponent iz raztopine oz. vzorca. Torej je pri SPE
komponenta razdeljena med trdno in tekoco fazo. Pogosto se uporablja za ¢is€enje vzorca, v
katerem imamo kasneje namen doloCiti posamezne komponente s pomocjo razlicnih
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kromatografskih tehnik ali kake druge analizne metode. V nasem primeru smo iz ekstrakta
izolirali polifenole in jih kasneje dolocili s HPLC-MS tehniko.

Pri SPE separacijskem procesu se vzorec prefiltrira skozi trdno fazo, ki zadrzi raztopljene
snovi, ki niso zaZelene in jih kasneje eluiramo z majhnim volumnom (Supelco, 1998).

Princip ekstrakcije SPE:

 Aktivacija kolone; v tej stopnji aktiviramo povrSino polnila, da doseZemo boljSo vezavo
merjene komponente. Aktivacijo izvedemo s prehajanjem primernega topila, npr. z
acetonitrilom ali s ¢istim metanolom.

* Ekvilibracija kolone; odstranitev aktivacijskega topila izvedemo s tekocino, ki ima podobno
sestavo kot matriks. Polnilo obi¢ajno speremo z vodo ali s pufrom pri pH-ju, pri katerem
poteka ekstrakcija merjene komponente.

* Nanos vzorca; polnilo bo zadrzalo merjeno komponento. Volumen vzorca igra pomembno
vlogo pri izkoristku ekstrakcije. Pomembna je tudi hitrost pretoka vzorca, saj je od nje
odvisna kvantitativnost vezave analita na polnilo.

* Spiranje nezelenih komponent in suSenje polnila; nezelene komponente odstranimo iz
kolone s spiranjem z vodo ali s primernim pufrom. Pri tem pazimo, da ne izpiramo tudi iskane
komponente. Sledi suSenje polnila z zrakom ali s prepihovanjem s suhim duSikom, kar
obicajno traja nekaj minut.

* Elucija analita; analit speremo s polnila s primernim organskim topilom. Pomembno je, da
elucija poteka pocasi, najveckrat topilo samo tece skozi kolono. Izkoristek ekstrakcije je
mocno odvisen od hitrosti pretoka (Brodnjak Voncina, 2006).

spe cartridge

removable cover

stopcock

Y | 4= vacuum
X
|
manifold = W -
‘._ .'.'_ -+ ‘

Slika 22: Naprava za izvajanje SPE (Supelco, 1998)

Pri SPE se najveckrat uporabljajo trije ekstrakcijski mehanizmi: normalni, reverzni in ionsko
izmenjevalni. Izbira mehanizma polnila je odvisna od polarnosti merjene komponente. Pri
normalni fazi gre za ekstrakcijo polarnih spojin iz nepolarnih topil. Pri reverzni fazi poteka
ekstrakcija polarnih ali hidrofobnih spojin iz vodnih matriksov. Pri ionsko izmenjevalni SPE
pa poteka ekstrakcija nabitih spojin iz vodnih in nepolarnih organskih vzorcev (Supelco,
1998).
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SPE ima nekaj prednosti pred obicajno tekoco-tekoCo ekstrakcijo, npr. efektivnejse
koncentracije, dobro ponovljivost, manjSo porabo organskih topil, krajsi ¢as priprave vzorca,
enostavno delovanje, ni tezav s penjenjem, visok izkoristek ekstrakcije za analizirano spojino,
moznost avtomatizacije procesa (Brodnjak Voncina, 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1  MATERIALI
Sipek

Plodove Sipka (Rosa canina L.), ki smo jih uporabili za analize, smo nabirali deset zaporednih
tednov med septembrom in decembrom 2008 na severni in juzni strani grma, ki raste za
Biotehnisko fakulteto. Plodove smo ekstrahirali s polarnim topilom (ekstrakcija z 2 % vodno
raztopino metafosforne kisline) in manj polarnim topilom (ekstrakcija s 95 % metanolom,
nakisanim s 5 % mravljicno kislino). Ekstrakte smo do analize shranjevali v zamrzovalniku
pri -20 °C.

Reagenti

Pri delu smo uporabljali analitsko Ciste reagente in kemikalije podjetij Merck, Aldrich, Sigma
in Fluka. Kemikalije, ki smo jih uporabljali pri posameznih eksperimentih, so navedene v
opisu razli¢nih eksperimentalnih metod.

3.2 METODE DELA
Priprava 2 % vodne raztopine metafosforne kisline (MFK)

Zatehtali smo 20 g kristalov MFK, jih zdrobili v terilnici in jih kvantitativno prenesli v
1000 mL bucko, dopolnili z 980 g vode miliQ in dobro premesali, da so se kristali raztopili.

3.2.1 Ekstrakcija

Ekstrakcija je metoda, s katero ekstrahiramo Zelene snovi iz trdne zmesi ali raztopine.
Ekstrakcija iz trdnih snovi temelji na razli¢ni topnosti posameznih spojin v ekstrakcijskem
topilu. Ekstrakcija iz raztopin pa temelji na razlicni topnosti in porazdeljevanju spojin iz
zmesi v dveh topilih, ki se med seboj ne mesata.

Topnost neke spojine je odvisna od lastnosti molekul oz. njihove sposobnosti tvorjenja vezi s
topilom. Polarne spojine so praviloma dobro topne v polarnih topilih, nepolarne pa v
nepolarnih topilih.

3.2.1.1 Ekstrakcija z 2 % vodno raztopino metafosforne kisline

6 g plodov Sipka smo zatehtali v 50 mL centrifugirke. Plodove smo =zaradi lazje
homogenizacije sproti rezali s Skarjami. V centrifugirke smo dolili 18 g 2 % vodne raztopine
MFK ter homogenizirali toliko Casa, da je zmes postala homogena. Za vsak vzorec smo
pripravili po $tiri homogenate, in sicer po dva iz Sipka, ki je bil nabran na severni strani grma
in po dva iz Sipka, ki je bil nabran na juzni strani grma. Homogenate smo nato filtrirali skozi
celulozni filter papir. V prvo polovico mikrocentrifugirk smo odpipetirali 1200 pL filtrata
ekstrakta, v drugo polovico pa 600 pL filtrata ekstrakta in 600 pL tris (2-karboksietil) fosfina
(TCEP). Raztopino TCEP smo predhodno pripravili tako, da smo zatehtali 28,7 mg TCEP,
prenesli v 10 mL bucko, in do oznake dopolnili z 2 % MFK. Vsebino mikrocentrifugirk smo
premesali in centrifugirali pet minut pri 14000 g. Potem smo supernatante s pomocjo injekcij
prefiltrirali skozi CA filtre Millipore (0,45 um) v nove mikrocentrifugirke. Vzorce smo do
analize shranjevali v zamrzovalniku pri -20 °C.
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3.2.1.2 Ekstrakcija z metanolom

Postopek ekstrakcije je enak, kot je opisano v poglavju 3.2.1.1, le da smo namesto 2 % MFK
uporabili 95 % metanol, nakisan s 5 % mravljicno kislino. Filtratu tudi nismo dodajali
reducenta TCEP. Vzorce pa smo do analize ravno tako shranjevali v zamrzovalniku pri
-20 °C.

Reagenti:

- metafosforna kislina (MFK) (Sigma, Nemcija)

- metanol (Merck, Nemcija)

- mravlji¢na kislina (Kemika, Zagreb)

- tris (2-karboksietil) fosfin (TCEP) (Sigma, Nemcija)

Aparature:

- homogenizator ULTR-TURRAX T 25 (Janke&Kunkel IKA® - Labortechnik)
- centrifugator Eppendorf 5415C

3.2.2 Antioksidativna aktivnost

3.2.2.1 Dolocanje skupnih fenolnih spojin

Skupne fenolne spojine v vzorcu lahko doloamo spektrofotometricno z uporabo Folin-
Ciocalteau-jevega (F-C) reagenta. Dolocene komponente le-tega v reducirani obliki
absorbirajo pri valovni dolzini 746 nm. Njihova koncentracija je premosorazmerna s
koncentracijo oksidiranih fenolov v vzorcu.

Reagenti:

- etanol (Merck, Nemcija)

- Folin-Ciocalteau reagent (Fluka, Nemcija)

- 20 % raztopina Na,CO3 (Merck, Nemcija)

- klorogenska kislina (Sigma, Nemcija)

- metafosforna kislina (MFK) (Sigma, Nemcija)

Aparature:

- spektrofotometer Hewlet-Packard, model HP-8453, ZDA
- mesalo za epruvete Zelezniki, Slovenija
- tehtnica Zelezniki, model Exacta 2200 EB, Slovenija

Umeritvena krivulja:

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili standardno raztopino klorogenske kisline, ki
smo jo pripravili tako, da smo 3,5 mg klorogenske kisline raztopili v 100 mL 2 % MFK, tako
da je bila koncentracija standardne raztopine 0,099 mM. V centrifugirke smo nato odpipetirali
od 25 pL do 425 pL te raztopine in dodali 2 % MFK do kon¢nega volumna 725 pL, dobro
premesali in dodali 125 pL. F—C reagenta, predhodno razred¢enega z vodo v volumskem
razmerju 1:2, ter to€no po petih minutah dodali Se 125 pL 20 % raztopine Na,COs Raztopine
smo sproti premesali in po eni uri izmerili absorbanco obarvanih raztopin pri 746 nm. Slepi
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vzorec smo pripravili tako, da smo namesto standardne raztopine odpipetirali 725 pL 2 %
MFK in ga pripravili kot ostale vzorce. Meritve smo izvedli v dveh paralelkah.

Analiza vzorcev:

Na osnovi predposkusov smo ugotovili, kakSen volumen ekstrakta moramo odpipetirati, da
signali padejo v obmocje umeritvene krivulje. V centrifugirke smo tako vedno odpipetirali po
1 uL Sipkovega ekstrakta, do konénega volumna 725 pL dopolnili z 2 % MFK, dodali 125 pL
razred¢enega (1:2) F—C reagenta in dobro premesali, ter to¢no po petih minutah dodali
125 uL 20 % raztopine Na,COs in Se enkrat premesali. Reakcijsko meSanico smo nato pustili
na sobni temperaturi in to¢no po eni uri izmerili absorbanco pri 746 nm. Meritve smo izvedli
v dveh paralelkah.

3.2.2.2 Doloc¢anje antioksidacijskega potenciala z radikalom DPPH’

Za merjenje antioksidacijskega potenciala vzorca se uporablja primerjalno fotometricno
sledenje izginjanja barve (stopnje bledenja) stabilnega prostega radikala 2,2 difenil-1-pikril-
hidrazil (DPPH’). Radikal DPPH" absorbira pri 517 nm, v reakciji z antioksidantom
(redukcija) razpada in absorbcija se zmanjsa.

Reagenti:

2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH’) (Sigma, Nem¢ija)
metanol (Merck, Nemcija)

klorogenska kislina (Sigma, Nemcija)

metafosforna kislina (MFK) (Sigma, Nemcija)

Aparature:

- magnetno mesSalo IKAWERKE RCT basic
- spektrofotometer Hewlet-Packard, model HP-8453, ZDA

0,081 mM raztopino radikala DPPH’ smo pripravili vsak dan sproti in sicer tako, da smo 3 mg
radikala raztopili v 60 mL metanola in vse skupaj z magnetnim mesalom mesali 20 minut.

Umeritvena krivulja:

Naredili smo dve umeritveni krivulji, posebej za vzorce, ekstrahirane z 2 % MFK in posebe;j
za vzorce, ekstrahirane z metanolom. Pri obeh smo kot standardno raztopino uporabili
klorogensko kislino, katere smo zatehtali 32 mg in v 100 mL bucki dopolnili do oznake z 2 %
MFK, tako da je bila koncentracija 0,90 mM. Od 10 pL do 70 pL standardne raztopine smo
nato odpipetirali v centrifugirke in jih dopolnili z 2 % MFK oziroma z metanolom do
kon¢nega volumna 70 pL. V tako pripravljene standardne raztopine smo odpipetirali po 1 mL
0,081 mM metanolne raztopine DPPH’ in dobro premesali. Po 1 uri smo merili absorbanco
vzorca pri 517 nm. Slepi vzorec smo pripravili po istem postopku, le da smo v meSanico
namesto standardne raztopine dodali samo 2 % MFK oziroma metanol. Absorbanca slepega
vzorca je bila okrog ena, tako pri umeritveni krivulji z 2 % MFK kot tudi pri umeritveni
krivulji z metanolom. Meritve smo izvedli v dveh paralelkah.
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Analiza vzorcev:

Na osnovi predposkusov smo ocenili, koliko je potrebno vzorce razredciti, da pridemo v
obmocje absorbance priblizno 0,5. 15 pL vzorca, ekstrahiranega z 2 % MFK, smo razred¢ili z
2 % MFK do skupnega volumna 500 pL. 15 pL vzorca, ekstrahiranega z metanolom, pa smo
z istim topilom prav tako razred¢ili do skupnega volumna 500 pL. Vse razred¢ene vzorce smo
dobro premesali in odpipetirali po 70 pL, dodali 1 mL raztopine DPPH" in po 1 uri izmerili
absorbanco pri 517 nm. Meritve smo izvedli v dveh paralelkah.

3.2.2.3 Doloc¢anje antioksidativne aktivnosti z luminescenc¢no metodo

Kemiluminescen¢na metoda, pri kateri uporabljamo sistem hrenova peroksidaza-luminol-
hidrogen peroksid (HRP-luminol-H,O;), je obcutljiva metoda =za opazovanje
antioksidativnega potenciala. Luminiscenca, ki je posledica reakcije med luminolom in
kisikom, je inhibirana, dokler so antioksidanti na voljo. Ko se le-ti porabijo, ponovno poteka
oksidacija luminola, kar povrne intenziteto luminescence na prvotno vrednost. AOP je
povezan s Casom zakasnitve luminescence in na ta nacin lahko posredno ugotavljamo AOP
vzorca.

Pomembno je, da je koncentracija encima taksSna, da je zaCetni signal pripravljene meSanice
luminola, H,O, in encima HRP blizu 600 a.u. Zato je potrebno pripravljen encim, ¢e smo ga
imeli v hladilniku, dati na sobno temperaturo priblizno 45 min pred meritvijo.

S fluorimetrom smo merili emisijo svetlobe pri 420 nm.

Reagenti:

- Na,HPO4 (Merck, Nemcija)

- luminol (Fluka, Nemcija)

- dimetilsulfoksid (DMSO) (Merck, Nemcija)

- vodikov peroksid (H,0;) (Merck, Nemcija)

- hrenova peroksidaza (HRP) (Sigma, Nemcija)
- klorogenska kislina (Sigma, Nemcija)

Aparature:

- pH-meter (MA 5705, Iskra, Slovenija)

- tehtnica — model Exacta 2200 EB (Zelezniki, Slovenija)
- ultrazvo¢na kopel (Bandelin, Namcija)

- fluorimeter (Cary Eclipse, Varian, Avstrija)

Umeritvena krivulja:

Pripravili smo standardno raztopino klorogenske kisline, katere smo zatehtali 10 mg in ji
dodali 1 mL 0,1 M fosfatnega pufra (pH=7,4), tako da je bila njena koncentracija 28 mM.
Nato smo pripravili raztopino luminola, pri ¢emer smo zatehtali 50 mg luminola in mu dodali
1,5 mL DMSO ter dobro premesali. V 10 mL bucko smo odpipetirali 100 pL raztopine
luminola in s pufrom dopolnili do oznake ter postavili za nekaj minut v ultrazvo¢no kopel.
Reakcijsko meSanico smo pripravili tako, da smo odpipetirali 4,5 mL 1,88 mM raztopine
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luminola in dodali 0,5 mL 75 mM H,0O,, ki smo ga predhodno pripravili, in sicer, v 10 mL
bucko smo odpipetirali 75 pL. H,O; in do oznake dopolnili s pufrom. 2,1 mL tako pripravljene
reakcijske mesanice smo odpipetirali v kiveto in dodali 17 pL encima ter takoj priceli z
analizo. Encim smo predhodno pripravili tako, da smo ga zatehtali 0,19 mg in dodali 1,8 mL
pufra. Njegova koncentracija je bila takSna, da je bil signal vedno od 500 do 600 a.u. Po
priblizno 30 sekundah smo dodali od 1,0 pL. do 9,0 pL standardne raztopine klorogenske
kisline. Ob dodatku standardne raztopine je bil signal inhibiran in se je po dolo¢enem casu
vrnil v prvotno stanje. Nas je zanimal ¢as od dodatka standarda do tedaj, ko se je signal
povrnil na osnovno vrednost. MeSanico reagentov smo vedno pripravili sproti. Meritve smo
izvedli v dveh paralelkah.

Analiza vzorcev:

Raztopine smo pripravili po enakem postopku kot pri umeritveni krivulji. Analiza vzorcev je
prav tako potekala enako, le da smo namesto standarda v kiveto odpipetirali po 4 pL
Sipkovega ekstrakta. Meritve smo izvedli v dveh paralelkah.

3.2.3 Spektrofotometri¢no dolo¢anje vsebnosti askorbinske Kisline na sistemu HPLC

Tehnika HPLC je danes ena izmed najpogosteje uporabljenih metod za dolo¢anje AA v
razli¢nih vzorcih. Njena prednost je v kratkih Casih locitve, veliki ponovljivosti in visoki
obcutljivosti detekcije. Eluirane frakcije detektiramo s spektrofotometricnem UV-VIS
detektorjem. AA ima absorbcijski maximum pri 250 nm. Tehnika je natancneje opisana v
poglavju 2.3.3.1.

Reagenti:

- H,SO4 (Merck, Nemcija)
- metafosforna kislina (MFK) (Sigma, Nemcija)
- askorbinska kislina (AA) (standard: 99,7 %; Sigma, Nemcija)

Kromatografski pogoji:

- mobilna faza: 5 mM H,SO4

- pretok mobilne faze: 1 mL/min

- kolona: Synergie C;s HYDRO-RP 80A 250 mm x 4,60 mm
- avtomatski vzorcevalnik (Spark Holland, Marathon XT)

- detektor: spektrofotometricni UV-VIS detektor KNAUER
- tlak: 15 Pa

- valovna dolZina: 250 nm

- Cas analize: 10 min

Umeritvena krivulja:

Kolona Synergie C;s HYDRO-RP 80A 250 mm X 4,60 mm za dolocanje vitamina C je bila
napolnjena z delci stacionarne faze dimenzije 4 um. Pred analizami smo vsak dan kolono
spirali 30 min z mobilno fazo. Meritve smo izvedli v dveh paralelkah.

Standardno raztopino AA smo pripravili v 2 % MFK s koncentracijo 5,66 mM. V steklene
viale smo odpipetirali od 20 pL do 240 pL standardne raztopine in jih dopolnili z 2 % MFK
do skupnega volumna 1 mL in dobro premesali. Viale smo pravilno postavili v avtomatski
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vzorcevalnik, podatke pa vnesli v racunalnik, ki je povezan s sistemom in priceli z analizo.
Eluirane komponente smo spektrofotometri¢no detektirali z UV-VIS detektorjem pri 250 nm.
Rezultate smo dobivali v obliki vrhov, pod katerimi smo odc¢itali povrSino. Meritve smo
izvedli v dveh paralelkah.

Analiza vzorcev:

Na sistemu HPLC smo analizirali vzorce Sipka, ki so bili ekstrahirani z 2 % MFK z dodatkom
TCEP, ki reducira DHA v AA, in tiste brez TCEP. Vzorce z dodatkom TCEP smo pripravili
tako, da smo v viale odpipetirali po 200 pL vzorca in mu dodali 600 puL 2 % MFK. Pri
vzorcih brez dodanega TCEP, pa smo v viale odpipetirali po 150 pL vzorca in mu dodali
650 uL 2 % MFK. Dolocali smo koncentracijo AA v ekstraktu, zato nas je tako kot pri
umeritveni krivulji, tudi tu zanimala povrSina pod pikom posameznega vzorca. Meritve smo
izvedli v dveh paralelkah.

3.2.4 Identifikacija in kvantifikacija polifenolov na sistemu HPLC-MS

3.2.4.1 Ekstrakcija na trdni fazi (SPE)

VW W

SPE je tehnika, ki se pogosto uporablja za CiS¢enje vzorca, v katerem kasneje doloCamo
posamezne komponente s pomocjo kromatografskih tehnik. Ta metoda je hitra, prilagodljiva,
selektivna, dobro ponovljiva in omogoca ekstrakcije z majhno porabo organskih topil. Pri
SPE separacijskem procesu se vzorec prefiltrira skozi trdno fazo, ki zadrzi raztopljene snovi,
ki niso zazelene in jih kasneje eluiramo z majhnim volumnom.

Reagenti:

- metanol (Merck, Nemcija)
- pufer: amonijev formiat
- acetonitril (Merck, Nemcija)

Kromatografski pogoji:
- kolona Strata X (Phenomenex, ZDA)

Postopek:

Glede na prej opravljene meritve smo se odlocili, da bomo polifenole dolocili v dveh
ekstraktih, ki sta se med seboj razlikovala v vsebnosti skupnih fenolov. Najprej smo aktivirali
kolono z 2 mL metanola. Metanol smo skozi kolono spuscali po kapljicah in pri tem pazili, da
se ni izsuSila. Za tem smo skozi kolono spustili 2 mL pufra in s tem uravnotezili kolono.
Sledil je nanos vzorca. Nanesli smo ga 250 pL in pocakali priblizno 5 minut. Sledilo je
spiranje s 15 % metanolom. Nato smo prestavili kolono na drugo epruveto in na kolono
nanesli meSanico metanol:acetonitril v razmerju 2:1. Eluata smo nato prelili v viali, ju dali v
hladilnik in po S$tirih dneh analizirali.

3.2.4.2 Dolocanje polifenolov s HPLC-MS

Vsebnost polifenolov smo dolocali s HPLC sistemom Agilent 1100. Kot detektor smo
uporabili masni spektrometer (Micromass Quattro micro® APIL Waters, ZDA) z
elektrorazprsilno ionizacijo (electrospray ionization-ESI), kot je natancneje opisano Vv
poglavju 2.3.3.2.
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Pripravljene vzorce smo imeli v hladilniku 1 mesec pri 4 °C. Medtem je v kislem mediju
potekla cepitev sladkornih ostankov, vezanih na hidroksilne skupine oz. direktno vezanih na
ogljikov atom v aromatskem obrocu. Brez tega postopka ni bilo mogoce identificirati in
kvantificirati fenolnih spojin v vzorcih, ker so le-ti vsebovali preve¢ motecih komponent.

Reagenti:

- acetonitril (Merck, Nemcija)
- metanol (Merck, Nemcija)
- standardi:

kavna kislina, elaginska kislina, kvercetin, luteolin, naringenin, galangin, pinocembrin
(Sigma-Aldrich, Nem¢ija), apigenin, krizin, kamferol (Fluka, Svica)

Kromatografski pogoji pri HPLC:

- binarna gradientna ¢rpalka (Agilent 1100, G1312A)

- vakuumski razplinjevalnik (Agilent 1100, G1379A)

- avtomatski podajalnik (Agilent 1100, G1330B)

- termostat za kolono (Agilent 1100, G1316A)

- predkolona: Gemini C;g (4,0 mm x 2,0 mm) (Phenomenex, ZDA)

- kolona: Luna Ci3(2) (3um, 150 mm x 2 mm i.d.) (Phenomenex, ZDA)

- mobilna faza: mobilna faza A: 1% HCOOH (Merck, Nemcija)
mobilna faza B: acetonitril, LC/MS grade (Merck, Nemcija)

- pretok: 0,25 mL/min

- temperatura kolone: 25 °C

- volumen injiciranja: 10 uL

- Cas analize: 55 minut

- gradient: t (min) A B
0 90 % 10 %
4 90 % 10%
40 40 % 60 %
41 20 % 80 %
45 20 % 80 %
47 90 % 10 %
55 90 % 10 %

Kromatografski pogoji pri MS:

- napetost vhodne lece: 30 V

- temperatura izvora: 100 °C

- napetost kapilare: 3,5 kV

- temperatura razprsilnega plina dusika: 350 °C
- pretok razprsSilnega plina dusika: 400 L/h

- pretok plina vhodne lece (dusik): 70 L/h
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Eksperimentalni del diplomske naloge je obsegal kvantitativno ovrednotenje antioksidantov,
askorbinske kisline ter skupnih kot tudi individualnih fenolnih spojin v vzorcih plodov Sipka,
obranih deset zaporednih tednov od septembra do decembra na severni in juzni strani grma, ki
raste za Biotehnisko fakulteto v Ljubljani. Zanimalo nas je tudi, kako razli¢ni topili vplivata
na ze prej omenjene parametre v plodovih Sipka, zato smo za ekstrakcijo plodov uporabili dve
razli¢ni topili, in sicer 2 % vodno raztopino metafosforne kisline in 95 % metanol z dodatkom
5 % mravlji¢ne kisline.

Na sliki 23 (prvo obiranje), 24 (peto obiranje) in 25 (zadnje obiranje) vidimo, da se je med
zorenjem spreminjala barva in velikost Sipkovih plodov.

Slika 23: Plodovi Sipka, obrani 25.09.2008 na severni (levo) in juzni (desno) strani grma
(Foto: Sandra Potocnik)

Slika 24: Plodovi Sipka, obrani 27.10.2008 na severni (levo) in juzni (desno) strani grma
(Foto: Sandra Poto¢nik)
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Slika 25: Plodovi Sipka, obrani 01.12.2008 na severni (levo) in juzni (desno) strani grma
(Foto: Sandra Poto¢nik)

Plodovi Sipka, ki smo jih nabrali pri prvem obiranju, 25.09.2008, so Se zelo majhni in zelo
svetlo rdece barve, kot vidimo na sliki 23. Plodovi, obrani 27.10.2008 (peto obiranje od
desetih), pa so zelo mocno rdeCe obarvani in veliki, kar smo pri kasnejSih analizah potrdili z
rezultati. Pri zadnjem obiranju 01.12.2008 so plodovi manjsi glede na peto obiranje, a vecji
kot pri prvem obiranju. Barva plodov je Se za odtenek temnejsa.

4.1.  ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST PLODOV SIPKA

4.1.1 Spektrofotometricna metoda za doloc¢anje skupnih fenolnih spojin

Vsebnost skupnih fenolov v vzorcih Sipka smo dolocali s Folin—Ciocalteaujev (F—C)
reagentom, pri ¢emer smo merili absorbanco pri valovni dolzini 746 nm. Izmerjena
absorbanca je premosorazmerna koli¢ini skupnih fenolov v vzorcu.

4.1.1.1 Umeritvena krivulja

Najprej smo naredili umeritveno krivuljo za klorogensko kislino, pri ¢emer smo kot topilo
uporabili 2 % MFK. Kljub temu, da smo plodove Sipka ekstrahirali z dvema razli¢cnima
topiloma; 2 % MFK in 95 % metanolom, nakisanim s 5 % mravlji¢no kislino, smo uporabili
za vse vzorce isto umeritveno krivuljo, ki je prikazana na sliki 23. Kot je razvidno iz
predhodnih analiz (Pregelj, 2009) je naklon umeritvene krivulje pri uporabi obeh topil skoraj
identicen.
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Slika 26: Odvisnost absorbance (A=746 nm) od koncentracije klorogenske kisline, raztopljene
v 2 % metafosforni kislini (MFK), ob prisotnosti F—C reagenta

Absorbanca, izmerjena pri 746 nm, se linearno povecuje s koli¢ino dodane klorogenske
kisline, kar je razvidno iz slike 26. S pomocjo umeritvene krivulje smo dolocili vsebnost
skupnih fenolov v vzorcih Sipka in jih izrazili kot ekvivalent klorogenske kisline.

4.1.1.2 Vzorci, ekstrahirani z 2 % metafosforno kislino
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Slika 27: Koncentracija skupnih fenolov v plodovih Sipka, obranih na severni in juzni strani
grma in ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK)
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Iz slike 27 in preglednice 1 je razvidno, da se vsebnost skupnih fenolov med zorenjem
spreminja. Najvec skupnih fenolov so vsebovali vzorci, obrani na severni strani grma, in sicer
20.10.2008 in 24.11.2008, ter vzorca, ki sta bila 25.09.2008 in 17.11.2008 obrana na juzni
strani grma. Vsebnost skupnih fenolnih spojin je bila v teh vzorcih okrog 0,135 mmol/g.
Najmanj skupnih fenolnih spojin sta vsebovala vzorca, obrana na severni strani grma, in sicer
25.09.2008 in 06.10.2008. Vsebnost skupnih fenolnih spojin je bila 0,084 mmol/g. Opazimo,
da je bila vsebnost skupnih fenolov konec septembra in v zacetku oktobra veliko nizja (od
26 % do 37 %) na severni — osojni strani grma kot pa na juzni — prisojni strani, kar je lahko
verjetno posledica razlicno obarvanih plodov, kar kaze na razli¢no vsebnost barvil. Pri
kasnejSih obiranjih razlika skoraj izgine, pri zadnjih dveh pa so vrednosti skupnih fenolov na
jugu celo nizje kot na severu. Razvidno je tudi, da je vsebnost skupnih fenolov na severni
strani grma pri zadnjem decembrskem obiranju visja za 31 %, kot je bila pri prvem obiranju.
Enako pa ne drZi za juZno stran grma, saj je vsebnost skupnih fenolov niZja za priblizno 26 %
pri zadnjem obiranju, glede na prvo obiranje.

Rezultati kazejo, da se vsebnost skupnih fenolov v zgodnji jeseni (od septembra do
novembra) povecuje, v pozni jeseni (zaCetek decembra) pa se njihova vsebnost ponovno
zac¢ne znizevati. Nihanje skupnih fenolov je verjetno posledica zelo spremenljivega vremena v
jeseni 2008.

4.1.1.3 Vzorci, ekstrahirani z metanolom
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Slika 28: Koncentracija skupnih fenolov v plodovih Sipka, obranih na severni in juzni strani
grma in ekstrahiranih v metanolu

Tudi metanolni ekstrakti vsebujejo razli€no koli¢ino skupnih fenolov. Najve¢ skupnih fenolov
je vseboval vzorec, obran na juzni strani grma 17.11.2008, in sicer 0,142 mmol/g, najmanj pa
vzorec, obran na severni strani grma 25.09.2008, in sicer 0,090 mmol/g. 1z slike 28 in
preglednice 1 je razvidno, da je v prvih dveh tednih vsebnost skupnih fenolov v plodovih,
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obranih na juzni - prisojni strani grma, dosti visja kot v plodovih, nabranih na severni strani
grma. V naslednjih tednih razlika skoraj izgine, v pozni jeseni pa je vsebnost skupnih fenolov
v plodovih, obranih na juzni strani grma nizja glede na plodove, obrane na severni strani
grma. Iz slike 28 in preglednice 1 je razvidno tudi, da je pri zadnjem obiranju vrednost v
plodovih, obranih na severni strani grma, vi§ja za 39 % od prvega obiranja. V plodovih,
obranih na juzni strani grma, pa je vsebnost skupnih fenolov pri zadnjem obiranju nekoliko
niZja, in sicer za priblizno 16 % v primerjavi s prvim obiranjem. Nihanje vrednosti je verjetno
posledica nihanja temperatur in spremenljivo vreme v jeseni 2008, saj je vsebnost skupnih
fenolov v toplejsih tednih nekoliko visja.

4.1.1.4 Primerjava vodnih in metanolnih ekstraktov

0.16

0.14

0.12 4

0.1 4 msever (2 % MFK)
_ 2’0‘03 ] m sever (metanol)
| ‘%0.06 ] #jug (2% MFK)

; 0.04 - ¥ jug (metanol)
0.02 1
0 4

. . . . . . . . . ..
4’5-00’ Qb-\e \3'\0 "0_\0 .,:\.\0 0_5_\\ \0_\\ \1‘\\ q'&-\\ Q\'\’

vzorcidipka

Slika 29: Koncentracija skupnih fenolov v plodovih Sipka, obranih na severni in juZni strani
grma ter ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK) in v metanolu

Zanimalo nas je tudi, kako polarnost razli¢nih topil vpliva na vsebnost skupnih fenolov v
Sipkovih ekstraktih.

Kot polarno topilo smo uporabili 2 % vodno raztopino MFK, kot manj polarno pa 95 %
metanol, ki je vseboval 5 % mravlji¢no kislino. Ugotovili smo, da med vzorci, ekstrahiranimi
z bolj polarnim topilom in med vzorci, ekstrahiranimi z manj polarnim metanolom, ni prislo
do bistvenih razlik, kar je razvidno iz slike 29 in preglednice 1. Vsebnost skupnih fenolov v
nasih vzorcih je od 0,084 mmol/g do 0,139 mmol/g. Ker pa je vsebnost skupnih fenolov v
vzorcih, ekstrahiranih v metanolu, v vecini primerov nekoliko vi§ja, in sicer do 14 % v
plodovih, obranih na severni strani grma, in do 6,8 % v plodovih, obranih na juzni strani
grma, lahko re¢emo, da plodovi nasega Sipka vsebujejo nekaj ve¢ manj polarnih skupnih
fenolov kot polarnih.
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Preglednica 1: Vsebnost skupnih fenolov vzorcev Sipka, izmerjena s spektrofotometri¢no

metodo za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin s Folin—Ciocalteaujev (F—C) reagentom, v

plodovih Sipka, obranih med 25.09.2008 in 01.12.2008 s severne in juzne strani grma in
ekstrahiranih v razli¢nih topilih

Vsebnost skupnih fenolov (mmol/g)
Datum 2 % MFK 95 % metanol + 5 % mravljicna kislina
obiranja
SEVER JUG SEVER JUG
25.09.2008 | 0,084+0,002 0,133+0,004 0,090+0,002 0,128+0,003
06.10.2008 | 0,084+0,002 0,113+0,003 0,096+0,003 0,122+0,003
13.10.2008 | 0,131+0,004 0,128+0,004 0,133+0,004 0,131+0,004
20.10.2008 | 0,133+0,004 0,113+0,003 0,139+0,004 0,116+0,003
27.10.2008 | 0,125+0,004 0,131+0,004 0,131+0,004 0,131+0,004
03.11.2008 | 0,113+0,003 0,116+0,003 0,110+0,003 0,116+0,003
10.11.2008 | 0,116+0,003 0,125+0,004 0,116+0,003 0,128+0,003
17.11.2008 | 0,125+0,004 0,133+0,004 0,125+0,003 0,142+0,004
24.11.2008 | 0,133+0,004 0,110+0,003 0,139+0,004 0,119+0,003
01.12.2008 | 0,110+0,003 0,099+0,003 0,125+0,003 0,107+0,003

4.1.2 Metoda z radikalom DPPH’

Antioksidacijski potencial vzorcev (AOP) smo dolocali z metodo, ki temelji na reakciji
stabilnega radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH") v raztopini 2 % MFK ali metanola z
antioksidanti iz vzorca. Rezultat smo podali kot koncentracijo antioksidantov v plodovih
Sipka, izrazeno kot ekvivalent klorogenske kisline.

4.1.2.1 Umeritvene krivulje

Najprej smo naredili umeritveni krivulji za klorogensko kislino, pri ¢emer smo kot topilo
uporabili 2 % MFK (slika 30) in metanol (slika 31).

Absorbanca, izmerjena pri valovni dolzini 517 nm, linearno pada s koli¢ino dodane
klorogenske kisline, kar je razvidno iz slik 30 in slike 31. S pomo¢jo umeritvene krivulje,
prikazane na sliki 30, smo dolocili vsebnost antioksidantov v vzorcih Sipka, ekstrahiranih z
2 % MFK. Vsebnost antioksidantov v vzorcih, ekstrahiranih z metanolom, pa smo dolo¢ili s
pomoc¢jo umeritvene krivulje na sliki 31. AOP smo v vseh primerih izrazili kot ekvivalent
klorogenske kisline.
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Slika 30: Odvisnost absorbance (A=517 nm) od koncentracije klorogenske kisline, raztopljene
v 2 % metafosforni kislini (MFK), ob prisotnosti radikala DPPH’
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Slika 31: Odvisnost absorbance (A=517 nm) od koncentracije klorogenske kisline, raztopljene
v metanolu, ob prisotnosti radikala DPPH’
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4.1.2.2 Vzorci, ekstrahirani z 2 % metafosforno kislino
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Slika 32: Antioksidativni potencial (AOP), izmerjen z metodo za dolo¢anje antioksidativnega
potenciala z radikalom DPPH’, v plodovih $ipka, obranih na severni in juZni strani grma in
ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK)

Iz slike 32 in preglednice 2 je razvidno, da se AOP plodov Sipka med zorenjem med
septembrom in decembrom spreminja. Najvisjo AOP smo dolocili vzorcu, obranemu
03.11.2008 na juzni strani grma, in sicer 0,081 mmol/g, najnizjo AOP pa vzorcu, obranemu
25.09.2008 na severni strani grma, in sicer 0,059 mmol/g. Opazimo, da je AOP v plodovih
Sipka, obranih na juZni strani grma od septembra do zacetka novembra, vi§ja do 30,5 % kot v
plodovih, obranih na severni strani grma, kar je verjetno posledica juzne, prisojne lege
plodov, ki so v tem Casu bolj intenzivno obarvani kot tisti na severni strani. Kasneje pa se
razmerje obrne. Torej je AOP v plodovih, obranih na juzni strani grma od 10.11.2008 do
01.12.2008 nizja do 6,25 %, kot v plodovih, obranih na severni strani grma. Izjema je le
vzorec, obran 24.11.2008.

Rezultati nam kazejo tudi, da se med zorenjem AOP v plodovih Sipka, obranih na juzni strani
grma, manj spreminja (od 0,067 mmol/g do 0,081 mmol/g), medtem ko so v plodovih,
obranih na severni strani grma, razlike vec¢je (od 0,059 mmol/g do 0,080 mmol/g). AOP v
plodovih, obranih na severni strani grma, v preiskovanem obdobju naraste za priblizno 20 % .
Po drugi strani pa se v plodovih, obranih na juzni strani, AOP celo malo zmanjsa, in sicer za
priblizno 8 %. Podoben trend smo opazili tudi pri vsebnosti skupnih fenolov.
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4.1.2.3 Vzorci, ekstrahirani z metanolom
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Slika 33: Antioksidativni potencial (AOP), izmerjen z metodo za dolo¢anje antioksidativnega
potenciala z radikalom DPPH’, v plodovih $ipka, obranih na severni in juzni strani grma in
ekstrahiranih v metanolu

Iz slike 33 in preglednice 2 je razvidno, da ni ve¢jih razlik v vsebnosti antioksidantov v
plodovih, obranih na severni in juzni strani grma. Razen v dveh primerih je vsebnost
antioksidantov v plodovih, obranih na juzni strani grma, vedno nekoliko vi§ja kot v vzorcih s
severne strani grma. NajvisSjo AOP je vseboval vzorec, obran 10.11.2008 na severni strani
grma, in sicer 0,081 mmol/g, najnizjo AOP pa vzorec, obran 25.09.2008 prav tako na severni
strani grma, in sicer 0,061 mmol/g. Na koncu obiranja je bila AOP v plodovih, obranih na
obeh straneh grma visja glede na prvo obiranje. V plodovih, obranih na severni strani grma, se
je AOP povisala za priblizno 18 %, v plodovih, obranih na juzni strani grma, pa se je AOP
povisala manj — le za 8 %.

4.1.2.4 Primerjava vodnih in metanolnih ekstraktov

Iz slike 34 in preglednice 2 je razvidno, da se koncentracija antioksidantov v Sipku v
preiskovanem obdobju (od septembra do decembra) spreminja, in sicer od 0,059 mmol/g do
0,081 mmol/g. AOP v vodnih (2 % MFK) in v metanolnih ekstraktih je v skoraj vseh vzorcih
skoraj enaka, kar pomeni, da je vsebnost polarnih in manj polarnih antioksidantov v plodovih
Sipka priblizno enaka, kar je veljalo tudi za skupne polifenole. Do vec¢jega odstopanja pride le
pri prvem obiranju, kjer je vsebnost antioksidantov, ki se topijo v bolj polarnem topilu (2 %
MFK) v plodovih, obranih na juzni strani grma, visja za priblizno 20 %. V ostalih vzorcih so
odstopanja majhna. Pri prvih Sestih obiranjih v plodovih, obranih na juZni strani grma (izjema
je le tretje obiranje — 13.10.2008), smo dolocili ve¢ antioksidantov, ki se topijo v bolj
polarnem topilu (2 % MFK). Ce izpustimo prvo obiranje, pri katerem so razlike med
antioksidanti, ki se topijo v bolj polarnih in tistimi, ki se topijo v manj polarnih topilih vecje,
in upoStevamo ostalih pet obiranj na juZni strani grma, so odstopanja majhna, le od 1 % do
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4 %. V plodovih, obranih na severni strani grma, pa je vsebnost le-teh nekoliko vi§ja pri
obiranju dne 17.11.2008, in sicer za priblizno 7 %.

Rezultati kazejo, da polovico vzorcev Sipka, obranih na juzni strani grma, vsebuje od 1 % do
20 % vec antioksidantov, ki se topijo v bolj polarnem topilu (prvih Sest obiranj, razen obiranje
dne 13.10.2008) in polovico tistih, ki se topijo v manj polarnem metanolu (zadnja Stiri
obiranja in obiranje dne 13.10.2008), med katerimi so odstopanja od 1 % do 8 %. Vzorci,
obrani na severni strani grma, pa vsebujejo od 1 % do 13 % vec¢ antioksidantov, ki se bolje
topijo v manj polarnem topilu metanolu. Izjema je le vzorec, obran 17.11.2008.

Na podlagi analiz vodnih in metanolnih ekstraktov lahko zaklju¢imo, da se AOP Sipka med
zorenjem spreminja, pri ¢emer je najnizja septembra, najvisja v zaCetku novembra, kasneje pa
zacne zopet padati.
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Slika 34: Antioksidativni potencial (AOP), izmerjen z metodo za doloc¢anje antioksidativnega
potenciala z radikalom DPPH’, v plodovih $ipka, obranih na severni in juzni strani grma ter
ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK) in v metanolu
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Preglednica 2: Antioksidativni potencial (AOP), izmerjen z metodo za dolo¢anje
antioksidativnega potenciala z radikalom DPPH’, v plodovih $ipka, obranih med 25.09.2008
in 01.12.2008 s severne in juzne strani grma in ekstrahiranih v razli¢nih topilih

AOP (mmol/g)
Datum 2 % MFK 95 % metanol + 5 % mravljicna kislina
obiranja
SEVER JUG SEVER JUG

25.09.2008 0,059+0,002 0,077+0,003 0,061+0,003 0,064+0,003
06.10.2008 0,071+0,003 0,08+0,003 0,072+0,003 0,078+0,003
13.10.2008 0,072+0,003 0,075+0,003 0,073+0,003 0,076+0,003
20.10.2008 0,061+0,003 0,073+0,003 0,064+0,003 0,072+0,003
27.10.2008 0,06+0,025 0,075+0,003 0,063+0,003 0,072+0,003
03.11.2008 0,073+0,031 0,081+0,003 0,075+0,003 0,08+0,003
10.11.2008 0,08+0,004 0,075+0,003 0,081+0,003 0,077+0,003
17.11.2008 0,077+0,003 0,072+0,003 0,072+0,003 0,076+0,003
24.11.2008 0,06+0,003 0,067+0,003 0,068+0,003 0,072+0,003
01.12.2008 0,071+0,003 0,068+0,003 0,072+0,003 0,069+0,003

4.1.3 Luminescen¢na metoda

Z optimizirano luminescencno metodo smo merili AOP v vzorcih Sipka. Pri tej metodi je
reakcija med kisikom in luminolom inhibirana dokler so antioksidanti na voljo. AOP je
premosorazmerna Casu inhibicije luminescence. Metoda je natancneje opisana v poglavju
2.3.1.2.

S fluorimetrom smo merili emisijo svetlobe pri 420 nm. Prilagoditi je bilo potrebno tudi
koncentracijo dodanega encima, ki je bila taksna, da je bil zacetni signal luminescence vedno
priblizno 600 a.u.

4.1.3.1 Umeritvena krivulja

Naredili smo umeritveno krivuljo za klorogensko kislino, pri ¢emer smo kot topilo uporabili
2 % MFK. Tudi pri luminescen¢ni metodi je umeritvena krivulja standardne raztopine
klorogenske kisline linearna. Cas inhibicije luminescence linearno nara$é¢a s koli¢ino dodane
klorogenske kisline, kar je razvidno iz slike 35. S pomocjo te umeritvene krivulje smo doloc¢ili
AOP v vzorcih Sipka, ekstrahiranih tako z 2 % MFK kot z metanolom, saj so bile koli¢ine
dodanega metanolnega ekstrakta majhne (4 puL) in je zato topilo le malo vplivalo na naklon
umeritvene krivulje.
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Slika 35: Odvisnost ¢asa inhibicije luminescence od koncentracije klorogenske kisline,
raztopljene v 2 % metafosforni kislini (MFK)

4.1.3.2 Vzorci, ekstrahirani z 2 % metafosforno kislino
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Slika 36: Antioksidativni potencial (AOP), izmerjen z luminescen¢no metodo, v plodovih
Sipka, obranih na severni in juZni strani grma in ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini
(MFK)

1z slike 36 in preglednice 3 je razvidno, da se AOP, doloc¢ena z luminescenéno metodo, prav
tako spreminja v ¢asu zorenja med septembrom in decembrom. Podobno kot pri ostalih dveh
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metodah je bila izmerjena AOP v plodovih Sipka, ki so bili obrani na juzni-prisojni strani
grma, skoraj vedno visja (od 4 % do 37,5 %) kot v plodovih s severne strani grma. Izjema sta
vzorca, obrana 03.11.2008 in 01.12.2008. Pri prvem je bila AOP v vzorcu, obranem na juzni
strani grma, za 10 % nizja glede na vzorec, obran na severni strani grma. Pri drugem pa je bila
razlika AOP vzorcev 5 %. Najvi§jo AOP je vseboval vzorec, obran 24.11.2008 na juzni strani
grma, in sicer 0,240 mmol/g, najnizjo AOP pa vzorec, obran 06.10.2008 na severni strani
grma, in sicer 0,144 mmol/g. AOP se v plodovih Sipka, obranih na juzni strani grma, med
zorenjem spreminja manj (od 0,144 mmol/g do 0,230 mmol/g), kot v plodovih, ki so bili
obrani na severni strani grma (od 0,181 mmol/d do 0,240 mmol/g). Ce primerjamo prvo in
zadnje obiranje se je AOP v plodovih, obranih na juzni strani grma, povisala le za 1,4 %. V
plodovih, obranih na severni strani grma, pa se je AOP poviSala za 22,5 %.

4.1.3.3 Vzorci, ekstrahirani z metanolom
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Slika 37: Antioksidativni potencial (AOP) v plodovih Sipka, izmerjen z luminescencno
metodo, obranih na severni in juzni strani grma in ekstrahiranih v metanolu

Iz slike 37 in preglednice 3 je razvidno, da je tudi pri vzorcih, ekstrahiranih z metanolom,
izmerjena AOP skoraj vedno visja (od 1 % do 23 %) v tistih, ki so bili obrani na juzni strani
grma. Izjema sta vzorca, nabrana 03.11.2008 in 01.12.2008, pri katerih je AOP na juzni strani
pri prvem nizja za 12,5 %, pri drugem vzorcu pa za 3,4 %. Med zorenjem je AOP nihala, kar
je verjetno posledica spremenljivega jesenskega vremena. Najvisjo AOP je vseboval vzorec,
obran 24.11.2008 na juZzni strani grma, in sicer 0,244 mmol/g, najnizjo AOP pa vzorec, obran
06.10.2008 na severni strani grma, in sicer 0,139 mmol/g. Pri obiranjih 27.10.2008 in
17.11.2008 sta se AOP vzorcev, obranih na obeh straneh grma zelo priblizali. Razlika AOP
med vzorcem, obranim na severni, in vzorcem, obranim na juzni strani grma, je dne
27.10.2008 le 1,2 %. Pri vzorcih, obranih 17.11.2008, pa je razlika v AOP 3,5 %. Pri zadnjem
obiranju je bila AOP v plodovih, obranih na severni in juzni strani grma visja kot pri prvem
obiranju. Pri vzorcih, obranih na severni strani grma je bila AOP vi§ja za 30 % pri zadnjem
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obiranju glede na prvo obiranje. Pri vzorcih, obranih na juzni strani grma, pa se je AOP
povisala le za 2 %.

4.1.3.4 Primerjava vodnih in metanolnih ekstraktov

msever (2 20 MFK)
m sever (metanol)

®jug (2% MFK)
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= jug (metanol)
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Slika 38: Antioksidativni potencial (AOP) v plodovih Sipka, izmerjen z luminescen¢no
metodo, obranih na severni in juzni strani grma ter ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini
(MFK) in v metanolu

Iz preglednice 3 in slike 38 je razvidno, da je AOP Sipka od 0,139 mmol/g do 0,224 mmol/g.
Vidimo tudi, da smo z luminescen¢no metodo v nasih vzorcih doloc¢ili ve¢ antioksidantov, ki
se topijo v bolj polarnem topilu (2 % MFK). Vendar smo zasledili tudi izjeme, kot je vzorec,
obran 27.10.2008 na severni strani grma, vzorec, obran 10.11.2008 na severni in juzni strani
grma, in vzorec, obran 24.11.2008 na juzni strani grma. Za preostale vzorce pa lahko
ugotovimo, da je pri vzorcih, obranih na severni strani grma in ekstrahiranih v razli¢nih
topilih, vrednost AOP od 0,5 % do 14 % nizja v vzorcih, ekstrahiranih v metanolu. Pri
vzorcih, obranih na juzni strani grma in ekstrahiranih v razli¢nih topilih, pa je vrednost AOP
od 4 % do 19 % nizja prav tako v vzorcih, ekstrahiranih v metanolu. Rezultati kazejo, da so
bile zaradi razli¢ne polarnosti topil vecje razlike (od 9 % do 24 %) pri petih vzorcih, obranih
25.09.2008 (severna stran grma), 06.10.2008 (juzna stran grma), 20.10.2008 (juzna stran
grma), 27.10.2008 (juzna stran grma) in 17.11.2008 (juzna stran grma). Omenjeni vzorci so
vsebovali ve¢ antioksidantov, topnih v bolj polarnem topilu.

Tudi za AOP v plodovih Sipka, izmerjeno z luminescen¢no metodo velja, da se od septembra
do novembra povecuje, v zaCetku decembra pa se ponovno zac¢ne znizevati. Nihanje AOP je
verjetno zopet posledica spremenljivega jesenskega vremena.
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Preglednica 3: Antioksidativni potencial (AOP), izmerjen z luminescen¢no metodo, v
plodovih Sipka, obranih med 25.9.2008 in 01.12. 2008 s severne in juzne strani grma in
ekstrahiranih v razli¢nih topilih

AOP (mmol/g)
Datum 2 % MFK 95 % metanol + 5 % mravljicna kislina
obiranja
SEVER JUuG SEVER JUG

25.09.2008 0,182+0,005 0,209+0,005 0,156+0,004 0,192+0,005
06.10.2008 0,144+0,004 0,198+0,005 0,139+0,004 0,163+0,004
13.10.2008 0,190+0,005 0,224+0,006 0,189+0,005 0,216+0,006
20.10.2008 0,174+0,005 0,216+0,006 0,169+0,004 0,193+0,005
27.10.2008 0,168+0,004 0,187+0,005 0,169+0,004 0,171+0,004
03.11.2008 0,201+0,005 0,181+0,005 0,200+0,005 0,175+0,005
10.11.2008 0,189+0,005 0,215+0,006 0,205+0,005 0,222+0,006
17.11.2008 0,186+0,005 0,220+0,006 0,172+0,004 0,178+0,005
24.11.2008 0,230+0,006 0,240+0,006 0,22740,007 0,244+0,006
01.12.2008 0,223+0,006 0,212+0,005 0,203+0,005 0,196:+0,005

4.1.4 Primerjava metod za dolocanje antioksidativne aktivnosti

Zanimalo nas je, kako razli¢ne metode za dolocanje AOP in skupnih fenolov korelirajo med
seboj.

Na sliki 39 lahko vidimo korelacijo med skupnimi fenoli, dolocenimi v Sipkovih ekstraktih z
metodo F-C (Cp.¢), in AOP, izmerjeno z metodo za doloanje AOP z radikalom DPPH’
(AOPpppy’). Pearsonov korelacijski koeficient (r) je 0,73 (a<0,01), kar pomeni, da je
korelacija med tema metodama visoka.

Na sliki 40 je prikazana primerjava rezultatov skupnih fenolov v Sipkovih ekstraktih,
izmerjenih z metodo F—C (Cg_¢), in AOP, doloc¢ena z luminescencno metodo (AOP yminol), ki
nam pokaze, da je zveza med vrednostmi AOP in skupnih fenolov, izmerjena s tema dvema
metodama visoka, saj je Pearsonov korelacijski koeficient (r) 0,71 (a<0,01).

Slika 41 prikazuje korelacijo med metodo za dolo¢anje AOP z radikalom DPPH" (AOPpppy)
in luminescen¢no metodo (AOPumino1), pri emer je Pearsonov korelacijski koeficient (r) 0,71,
kar kaze na visoko korelacijo obeh metod za dolocanje AOP v analiziranih Sipkovih
ekstraktih.

Na podlagi dobljenih rezultatov, ki so prikazani na slikah 39, 40 in 41, lahko zaklju¢imo, da
so vse tri metode med seboj v visoki korelaciji za dolocanje AOP v ekstraktih, pridobljenih iz
Sipkovih plodov. Opazimo tudi, da so izmerjene vrednosti najniZje pri metodi za dolo¢anje
skupnih fenolov, medtem ko nam daje luminescen¢na metoda vedno najvisje vrednosti. Do
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razlik pride kljub temu, da smo pri vseh metodah uporabljali isti standard, klorogensko
kislino. Kot kaze, so metode razli¢no obcutljive za posamezne antioksidante.
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Slika 39: Zveza med skupnimi fenoli, dolocenimi s spektrofotometri¢no metodo s Folin—
Ciocalteaujevim reagentom (Cr_c) in antioksidativnim potencialom, izmerjenim z metodo za
dolo¢anje antioksidativnega potenciala z radikalom DPPH’ (AOPpppy’) v vzorcih,
ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK) in v metanolu
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Slika 40: Zveza med skupnimi fenoli, dolo¢enimi s spektrofotemetricno metodo s Folin-
Ciocalteaujevim reagentom (Cr_c), in antioksidativnim potencialom, izmerjenim z
luminescen¢no metodo (AOPyminel) V vzorcih, ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK)
in v metanolu
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Slika 41: Zveza med antioksidativnim potencialom, izmerjenim z metodo za doloCanje
antioksidativnega potenciala z radikalom DPPH’ (AOPpppy ), in antioksidativnim
potencialom, izmerjenim z luminescencno metodo (AOPymino) v vzorcih, ekstrahiranih v 2 %
metafosforni kislini (MFK) in v metanolu

42  VSEBNOST POSAMEZNIH FENOLNIH KISLIN IN FLAVONOIDOV V
PLODOVIH SIPKA

Spektrofotometricna metoda F—C podaja samo okvirne vrednosti o skupni vsebnosti fenolnih
spojin, medtem ko lahko s HPLC-MS metodo dolo¢amo tudi vsebnosti posameznih fenolnih
spojin.

Direktna analiza neprecisc¢enih metanolnih ekstraktov Sipka ni bila mogoca, saj so vsebovali
prevec necisto€, ki so motile analizo. Zato smo uporabili SPE in na ta nacin odstranili motece
komponente, ki jih Sipek vsebuje veliko. Ekstrakcijo smo izvedli s SPE kolonami Strata-X,

ker po podatkih iz literature zagotavljajo dobre izkoristke.

Tudi tako preciS€eni ekstrakti niso dali zadovoljivih rezultatov, zato smo vzorce pustiti v
hladilniku 1 mesec pri 4 °C. V tem Casu je v kislem mediju po vsej verjetnosti potekla cepitev
sladkornih ostankov, vezanih na hidroksilne skupine oz. direktno vezanih na ogljikov atom v
aromatskem obrocu. Brez tega postopka ni bilo mogoce identificirati in kvantificirati fenolnih
spojin v vzorcih, ker so le-ti vsebovali preve¢ motecih komponent.

Fenolne spojine (flavonoide in fenolne kisline) smo dolocili s primerjavo retencijskih ¢asov in
molskih mas oz. m/z vrednosti standardov — mase molekulskih negativno nabitih ionov
(preglednica 4).
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Preglednica 4: Retencijski Casi, molske mase in m/z vrednosti posameznih fenolnih spojin

Spojina Oznaka Rt (min) M (g/mol) m/z vrednost

[M-H]
elaginska kislina ELA 19,42 302,19 300,91
kvercetin KVE 26,07 302,23 301,01
luteolin LUT 26,17 286,26 258,20
kamferol KAM 28,97 286,24 285,20
naringenin NAR 28,00 272,26 271,20
apigenin API 28,66 270,24 269,24
galangin GAL 33,99 270,24 269,24
pinocembrin PC 33,44 256,25 255,20
krizin KRI 33,44 254,24 253,11

Rt: retencijski ¢as; M: molska masa

4.2.1 Umeritvene krivulje

Slika 42: HPLC/ESI(-)/MS kromatogram standardne raztopine mesanice fenolnih spojin

Iz preglednice 4 je razvidno, da se nekatere spojine iz kolone eluirajo skoraj istocasno. To so
kvercetin, luteolin, kamferol, naringenin in apigenin, ter galangin, pinocembrin in krizin. Zato
smo uporapili HPLC v povezavi z MS detektorjem, kjer spojine z podobnimi retencijskimi
Casi lahko obravnavamo v lo¢enih kanalih glede na njihove odgovarjajo¢e m/z vrednosti. Le
na ta nacin smo lahko prepri¢ani, da smo identificirali pravo spojino. Za devet fenolnih spojin,
za katere smo imeli na voljo standarde, smo pripravili umeritvene krivulje, tako da smo
identificirane fenolne spojine v Sipku lahko tudi kvantificirali.
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S pomoc¢jo umeritvenih krivulj smo dolo¢ili koncentracijo posamezne fenolne spojine v dveh
vzorcih, ki sta imela glede na predhodne meritve s F—~C, DPPH’ in luminescen¢no metodo
najbolj razlicno vsebnost antioksidantov.
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Slika 43: Signal elaginske kisline v odvisnosti od njene koncentracije
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Slika 44: Signal luteolina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 45: Signal naringenina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 46: Signal galangina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 47: Signal krizina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 48: Signal kvercetina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 49: Signal kamferola v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 50: Signal apigenina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 51: Signal pinocembrina v odvisnosti od njegove koncentracije
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Slika 52: HPLC/ESI(—)/MS kromatogram plodov Sipka, obranih 25.09.2008 na severni strani
grma. Za identifikacijo vrhov glej preglednico 4
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Slika 53: HPLC/ESI(—)/MS kromatogram plodov Sipka, obranih 27.10.2008 na severni strani
grma. Za identifikacijo vrhov glej preglednico 4

Na HPLC/ESI(-)/MS kromatogramu smo analizirali dva razlicna metanolna ekstrakta, ki smo
ju izbrali na podlagi vsebnosti skupnih fenolov, izmerjenih z metodo F—C, kot je opisano v
poglavju 2.3.2. Izbrali smo vzorca, obrana 25.09.2008 in 27.10.2008 na severni strani grma.
Prvi vzorec je vseboval 0,090 mmol/g, drugi pa 0,131 mmol/g skupnih fenolov, izrazenih v
ekvivalentih klorogenske kisline.

Iz slike 54 je razvidno, da je vsebnost vseh identificiranih in kvantificiranih fenolnih spojin v
plodovih, obranih 27.10.2008, visja, kot v plodovih, obranih 25.09.2008. To se ujema tudi z
analizo skupnih fenolov, saj smo v prvem vzorcu doloc¢ili ve¢ skupnih fenolov kot v drugem
vzorcu. Oba analizirana vzorca vsebujeta najve¢ naringenina. Vzorec, obran 25.09.2008,
vsebuje 0,005 % le-tega, vzorec, obran 27.10.2008 pa 0,008 %. Drugi vzorec tako vsebuje kar
60 % vec naringenina kot prvi vzorec. V plodovih, obranih 25.09.2008, mu sledita elaginska
kislina in kvercetin z vrednostima 0,002 %. Nekaj manj je pinocembrina in krizina, 0,001 %.
Sledijo pa $e luteolin (0,0005 %), kamferol (0,0002 %), apigenin (0,0002 %) in galangin
(0,0002 %). To razmerje je nekoliko druga¢no v plodovih, obranth 27.10.2008, kjer
naringeninu (0,008 %) sledijo kvercetin, pinocembrin in krizin z 0,003 %. Nekaj manj je

R

(0,0006 %), kamferol (0,0003 %) in apigenin (0,0003 %).

Kot kazejo rezultati, se med zorenjem najbolj poveca vsebnost naringenina (za 60 %),
najmanj pa vsebnost elaginske kisline, ki se ne spremeni.
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Slika 54: Masni delez posameznih fenolnih kislin in flavonoidov v plodovih Sipka, obranih na
severni strani grma in ekstrahiranih v metanolu

43  VSEBNOST VITAMINA C V PLODOVIH SIPKA

Vitamin C v plodovih Sipka smo doloc¢ali z metodo HPLC s spektrofotometricnim UV-VIS
detektorjem. Absorbanco smo merili pri valovni dolzini 250 nm. Metoda je natan¢neje
opisana v poglavju 2.3.3.1.

Zanimal nas je masni delez askorbinske kisline in masni deleZ celotnega vitamina C, ki smo
ga dolocalo po dodatku reducenta TCEP, ki oksidirano obliko askorbinske kisline (DHA)
reducira. Analizirali smo vzorce, ekstrahirane z 2 % MFK z dodanim TCEP-jem in tiste brez
dodanega TCEP-ja.

4.3.1 Umeritvena krivulja

Naredili smo umeritveno krivuljo, ki je prikazana na sliki 55. PovrSine vrhov linearno
naras¢ajo z vecanjem koncentracije AA. S pomocjo umeritvene krivulje smo kasneje
izraCunali koncentracijo AA in celotnega vitamina C v Sipku.
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Slika 55: Odvisnost povrsine vrha od koncentracije askorbinske kisline, raztopljene v 2 %
metafosforni kislini (MFK)

4.3.2 Askorbinska kislina

Iz slike 56 je razvidno, da se vsebnost AA v Casu zorenja med septembrom in decembrom
spreminja. Vsebnost AA je skoraj v vseh primerih veéja v plodovih, ki so bili obrani na
severni strani grma v primerjavi s plodovi, obranimi na juzni strani grma. [zjemi sta le vzorca,
obrana 25.09.2008 in 01.12.2008, ko sta vsebnosti skoraj enaki, pri vzorcu, obranem
03.11.2008 pa je koli¢ina AA v plodovih, obranih na severni strani, nizja kot v plodovih,
obranih na juzni strani. Iz rezultatov vidimo tudi, da je vsebnost AA v plodovih, obranih pri
zadnjem obiranju vecja, kot pri prvem obiranju, in sicer v plodovih, obranih na severni strani
grma za 28 %, v plodovih, obranih na juzni strani grma pa za 37 %. Najvi§jo vsebnost AA
imajo plodovi, ki so bili obrani 17.11.2008 na severni strani grma (457 mg/100 g) V plodovih,
obranih na juzni strani grma, pa smo dolocili najvi§jo vsebnost AA v tistih, ki so bili obrani
en teden prej (369 mg/100 g). Od sredine novembra vsebnost AA zacne zopet padati. Najnizjo
vsebnost AA vsebujejo plodovi, obrani 25.09.2008 na severni (235 mg/100g) in juzni strani
grma (227 mg/100 g). Najvecji razliki med plodovi, obranimi na severni in juzni strani grma,
sta se pojavili sredi oktobra (20.10.2008) in nato zopet sredi novembra (17.11.2008) in sta bili
110 (mg/100 g).
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Slika 56: Vsebnost AA v plodovih Sipka, obranih na severni in juZni strani grma in
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ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK)

4.3.3 Skupni vitamin C
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Slika 57: Vsebnost skupnega vitamina C (AA+DHA) v plodovih Sipka, obranih na severni in

juzni strani grma in ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini (MFK) in dodanim TCEP



59

Potoc¢nik S. Vpliv zorenja na vsebnost antioksidantov v plodovih Sipka.
Dipl. delo. Ljubljana. Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2009

Znano je, da ob dodatku reducenta TCEP potece redukcija DHA v AA. Torej smo s pomocjo
reducenta lahko izmerili skupni vitamin C v plodovih Sipka, kar je razvidno tudi iz slike 57 in
preglednice 5. Vsebnost vitamina C se med zorenjem spreminja, vendar je pri zadnjem
obiranju v plodovih, obranih na severni strani grma, ve¢ja za 34 %. V plodovih, obranih na
juZni strani grma, pa le za 4 % vecja, glede na prvo obiranje. Najvis§jo vsebnost vitamina C v
plodovih, obranih na severni in juzni strani grma, smo izmerili v plodovih, obranih
17.11.2008, in sicer na severni strani znasa 463 mg/100 g, na juzni strani pa 389 mg/100 g.
Najnizjo vsebnost vitamina C vsebujejo plodovi prvega obiranja na severni strani grma
(251 mg/100 g). Najvecja razlika med plodovi, obranimi na severni in juzni strani grma, se je
pojavila sredi oktobra (20.10.2008) in znasa 128 mg/100 g. Pri zadnjem obiranju razlike med
severnimi in juznimi plodovi skoraj ni.

4.3.4 Primerjava vsebnosti askorbinske Kisline in skupnega vitamina C v plodovih Sipka
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Slika 58: Vsebnost askorbinske kisline (AA) in skupnega vitamina C (AA+DHA) v plodovih
Sipka, obranih na severni in juZni strani grma in ekstrahiranih v 2 % metafosforni kislini
(MFK)

1z slike 58 in preglednice 5 je razvidno, da Sipek vsebuje od 227 do 463 mg/100 g vitamina C.
V literaturi razli¢ni avtorji navajajo razli¢ne vsebnosti AA v Sipku. Uggla (2004) navaja, da je
v Sipku od 130 do 6694 mg/100 g AA. Ercisli (2007) navaja, da je v Sipku od 300 do 4000
mg/100 g AA. Nasi rezultati so tako znotraj teh vrednosti, ceprav ekstremno visokih vrednosti
v nasih vzorcih nismo izmerili. To je verjetno posledica sorte in lokacije zorenja Sipka.

Podobno kot za AOP in vsebnost skupnih fenolov velja, da tudi vsebnost AA in skupnega
vitamina C v plodovih Sipka do sredine novembra narasca, nato pa zacne padati.

Rezultati kazejo tudi, da je vsebnost DHA v skoraj vseh vzorcih majhna v primerjavi z AA,
saj je le od 3 do 116 mg/100 g. Nekoliko ve¢jo vsebnost smo izmerili le pri sedmih od
dvajsetih vzorcev, in sicer v vzorcih, obranih 25.09.2008 na juzni strani grma (48 %),
03.11.2008 na severni strani grma (10 %), 17.11.2008 na juzni strani grma (12 %),
24.11.2008 na severni (15 %) in juzni (12 %) strani grma in 01.12.2008 na severni (11 %) in
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juzni (12 %) strani grma. 1z tega lahko sklepamo, da ti vzorci vsebujejo nekaj ve¢ oksidirane
oblike vitamina C, dehidroaskorbinske kisline, ki je manj stabilna. Vecina analiziranih
vzorcev pa vsebuje predvsem bolj stabilno reducirano obliko vitamina C. Iz slike 58 in
preglednice 5 je razvidno tudi, da je najvecja razlika med severnimi in juznimi plodovi
izmerjena v vzorcih, obranih 20.10.2008 in 27.10.2008. 20.10.2008 je vsebnost AA vi§ja za
38 %, vsebnost celotnega vitamina C pa za 45 % v plodovih, obranih na severni strani grma,
glede na plodove, obrane na juZni strani grma. 27.10.2008 je vsebnost AA visja za 33 %,
vsebnost celotnega vitamina C pa za 35 % v plodovih, obranih na severni strani grma, glede
na plodove, obrane na juzni strani grma.

Preglednica 5: Vsebnost askorbinske kisline in skupnega vitamina C (AA+DHA) v plodovih
Sipka, izmerjena z metodo HPLC, obranih med 25.9.2008 in 01.12.2008 s severne in juzne

strani grma
Datum askorbinska kislina (mg/100 g) skupni vitamin C (mg/100 g)
obiranja SEVER JUG SEVER JUG
25.09.2008 235+0,004 227+0,004 251+0,004 335+0,005
06.10.2008 317+0,006 282+0,005 305+0,005 277+0,004
13.10.2008 346+0,006 320+0,006 357+0,006 327+0,005
20.10.2008 402+0,007 292+0,005 414+0,006 286+0,005
27.10.2008 371+0,007 279+0,005 386+0,006 285+0,004
03.11.2008 298+0,005 346+0,006 327+0,005 365+0,006
10.11.2008 395+0,007 369+0,007 400+0,006 372+0,006
17.11.2008 457+0,008 347+0,006 463+0,007 389+0,006
24.11.2008 377+0,007 329+0,006 433+0,007 367+0,006
01.12.2008 301+0,005 311+0,006 335+0,005 347+0,005
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5 SKLEPI

Glede na rezultate opravljenih analiz smo prisli do naslednjih zakljuc¢kov:

Vsebnosti skupnih fenolnih spojin, posameznih fenolih spojin, antioksidantov in
vitamina C se v plodovih Sipka spreminjajo med septembrom in decembrom, kar je
verjetno posledica zorenja in spremenljivega jesenskega vremena.

Vsebnost skupnih fenolov, AOP in vitamina C v plodovih Sipka se v zgodnji jeseni (od
septembra do novembra) povecuje, v pozni jeseni (zaCetek decembra) pa se njihova
vsebnost ponovno za¢ne zniZevati.

Na vsebnost skupnih fenolnih spojin, posameznih fenolih spojin, antioksidantov in
vitamina C vpliva lega plodov na grmu. AOP in vsebnost skupnih fenolov sta v juznih
plodovih vi§ja kot v severnih. Pri vitaminu C je ravno obratno.

Vodni ekstrakti in metanolni ekstrakti vsebujejo podobne koli¢ine antioksidantov in
skupnih fenolov.

Metode F—-C, DPPH’ in luminescenc¢na so razli¢no ob¢utljive na razli¢ne antioksidante,
a so v dobri korelaciji, saj so Pearsonovi koeficienti: (rg_c, pppr ) 0,73, (F-c, lumino1) 0,71
in (tppp’s tuminol) 0,71.

Koncentracija skupnih fenolov v Sipku, izmerjena z metodo F-C je od 0,084 do
0,139 mmol/g.

Vsebnost skupnih fenolov v plodovih Sipka je najvisja od sredine do konca oktobra in
znasa od 0,131 mmol/g do 0,139 mmol/g, ter od sredine do konca novembra in znasa
od 0,139 mmol/g do 0,142 mmol/g.

Vsebnost skupnih fenolov v plodovih je najnizja konec septembra in zaCetek oktobra,
in sicer 0,084 mmol/g.

AOP, izmerjena z metodo DPPH’ v $ipku, je od 0,059 do 0,081 mmol/g.

AOP, dolo¢ena z metodo DPPH’ v plodovih $ipka, je najvi§ja v zadetku oktobra, in
sicer 0,08 mmol/g ter v zac¢etku novembra, in sicer 0,081 mmol/g.

AOP, dolo¢ena z metodo DPPH’ v plodovih $ipka, je najnizja konec septembra, in
sicer 0,059 mmol/g.

AOP, izmerjena z luminescen¢no metodo v Sipku, je od 0,139 do 0,244 mmol/g.

AOP, dolo¢ena z luminescen¢no metodo v plodovih Sipka, je najvi§ja sredi oktobra in
konec novembra in znasa od 0,224 mmol/g do 0,244 mmol/g.
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AOP, doloc¢ena z luminescencno metodo v plodovih Sipka, je najniZja v zacetku
oktobra, in sicer 0,139 mmol/g.

AOP, izmerjena z luminescen¢no metodo v Sipku, je od 36 % do 200 % visja od AOP,
izmerjene z metodo DPPH'.

Vsebnosti skupnih fenolov in AOP sta skoraj vedno za malenkost visji v plodovih,
obranih na juZni strani grma, kar je posledica intenzivneje obarvanih plodov na juzni-
prisojni legi.

Sipek vsebuje od 227 do 463 mg/100 g vitamina C. Od tega DHA predstavlja od 3 do
116 mg/100 g.

Sipek vsebuje veliko mote¢ih komponent, zato je pred analizo posameznih fenolnih
spojin nujno potrebno izvesti ekstrakcijo na trdni fazi in vzorec pustiti v kislem mediju
dolocen cas, da potece hidroliza.

Od fenolnih spojin je v Sipku najve¢ naringenina (od 5 mg/100 g do 8 mg/100 g),
sledijo mu pinocembrin (od 1 mg/100 g do 3 mg/100 g), krizin (od 1 mg/100g do
3 mg/100g), kvercetin (od 2 mg/100 g do 3 mg/100 g), elaginska kislina (2 mg/100 g),
galangin (od 0,2 mg/100 g do 2 mg/100 g), luteolin (od 0,5 mg/100 g do
0,6 mg/100 g), kamferol (od 0,2 mg/100 g do 0,3 mg/100 g) in apigenin (od
0,2 mg/100 g do 0,3 mg/100 g).

Med zorenjem se najbolj pove€a vsebnost naringenina (za 60 %), najmanj pa vsebnost
elaginske kisline, ki se ne spremeni.
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6 POVZETEK

V okviru diplomske naloge smo Zzeleli ugotoviti vpliv zorenja (med septembrom in
decembrom) in polozaja plodov na grmu (sever in jug) na AOP, vsebnosti vitamina C in
polifenolnih spojin v plodovih Sipka, ki raste za BiotehniSko fakulteto v Ljubljani. Zanimalo
nas je tudi, kako zorenje in polozaj plodov na grmu (sever in jug) vplivata na vsebnost bolj
polarnih in manj polarnih antioksidantov v Sipku.

Plodove Sipka je bilo potrebno predhodno pripraviti, zato smo jih takoj po obiranju
homogenizirali in ekstrahirali, ter do analize shranjevali v zmrzovalniku pri -20 °C. Za
ekstrakcijo smo uporabili polarno topilo 2 % MFK, manj polarno topilo metanol z dodatkom
5 % mravlji¢ne kisline in 2 % MFK z dodatkom reducenta TCEP.

Skupne fenolne spojine smo dolocali s spektrofotometricno metodo z uporabo F—C reagenta.
AOP smo dolo¢ali z metodo DPPH" in luminescenéno metodo. Pri vseh metodah smo
analizirali vzorce, ekstrahirane z 2 % MFK in metanolom. Izkazalo se je, da z razli¢nimi
metodami reagirajo razlicni antioksidanti. Pri metodi za dolocanje skupnih fenolov so
izmerjene vrednosti najnizje, medtem ko nam daje luminescen¢na metoda vedno najvisje
vrednosti. Vse tri metode pa so med seboj v dobri korelaciji za dolo¢anje AOP v ekstraktih,
pridobljenih iz Sipkovih plodov, saj so Pearsonovi koeficienti: (rr_c, pppu’) 0,73, (IF-c, tuminol)
0,71 in (tpppH > tuminot) 0,71.

Posamezne fenolne spojine v vzorcih smo dolocali s sistemom HPLC, sklopljene z masnim
spektrometrom (MS). Pred izvedbo HPLC-MS analiz smo iz vzorcev odstranili motece
komponente s pomoc¢jo SPE s kolonami Strata-X in jih pustili en mesec v kislem mediju, da je
potekla cepitev sladkornih ostankov, vezanih na hidroksilne skupine oz. direktno vezanih na
ogljikov atom v aromatskem obrocu. Posamezne fenolne spojine smo identificirali in
kvantificirali na podlagi molskih mas oz. m/z vrednosti in s pomocjo standardov. Analizirali
smo dva vzorca, ekstrahirana v metanolu, ki smo ju izbrali s pomocjo predhodnih analiz
opravljenih z metodo F—C. Prisli smo do zakljucka, da se vsebnost flavonoidov in fenolnih
kislin med zorenjem poveca. Najbolj se poveca vsebnost naringenina, najmanj pa vsebnost
elaginske kisline, ki se ne spremeni.

Vitamin C smo dolocili s tehniko HPLC. Analizirali smo vzorce, ekstrahirane z 2 % MFK in
2 % MFK z dodatkom reducenta TCEP. Kot smo pri¢akovali, smo izmerili vi§je vrednosti v
vzorcih z dodanim reducentom, ker je potekla redukcija DHA v AA.

Polarnost topil ni bistveno vplivala na rezultate. Lahko pa zaklju¢imo, da so razlicne metode
obcutljive na razli¢ne antioksidante. Z metodo F—C smo dolo¢ili ve¢ manj polarnih skupnih
fenolov. Z metodo DPPH’" smo v polovici plodov $ipka, obranih na juzni strani grma, dolo¢ili
vec¢ antioksidantov, ki se bolje topijo v polarnem topilu in polovico tistih, ki se bolje topijo v
manj polarnem topilu. V plodovih, obranih na severni strani grma, pa smo doloc¢ili ve¢ manj
polarnih antioksidantov. Z luminescen¢no metodo smo dolo¢ili ve¢ polarnih antioksidantov.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin, vitamina C in AOP je v plodovih Sipka med zorenjem
nihala. In sicer, od septembra do novembra se je povecevala, v zacetku decembra pa se je
njihova vsebnost ponovno zacela znizevati. Znotraj posamezne meritve smo primerjali tudi
vsebnost skupnih fenolov, vitamina C in AOP, v plodovih, obranih na severni in juzni strani
grma. Ugotovili smo, da so vsebnosti antioksidantov pri ve€ini vzorcev, obranih z juzne strani
grma, visji kot pri tistih, ki so bili obrani na severni strani grma. Pri vitaminu C so bili
rezultati ravno obratni.
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