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vinske trte, zbrane v maju (m), avgustu (m) in septembru (m), kozic grozdnih jagod (m- bele
sorte, m- rdece sorte) in listov rozmarina (m), v emulziji po 120 minutah inkubacije pri
koncentraciji fenolnih spojin 1,04 ME/L ......c.ooeviiieiiiicie e 57
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AH — antioksidant

BHA — butiliran hidroksianizol

BHT - butiliran hidroksitoulen

TBHQ — 2-terciarni-butil-hidrokinon

Caa — koeficient antioksidativne uc¢inkovitosti
Cr — koeficient redukcije

DPPHe- — 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil

FS — fenolne spojine

FC — Folin-Ciocalteu

ECsy — koncentracija fenolnih spojin, potrebna za 50 % zmanjSanje zacetne koli¢ine DPPH
MetOH — metanol

NADH — nikotinamid adenin dinukleotid
NBT — nitro tetrazol modro

0,* - superoksidni anionski radikal

PG — propilgalat

PMS — fenazin metasulfat

R® — prosti radikal

RH — masc¢obna kislina

ROO® — peroksilni radikal

ROOH - peroksid

ROS - reaktivne kisikove zvrsti

SASA (%) — sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala

v — masna koncentracija
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1 UVOD

Kultura vinske trte je stara ze vec tisoC let. Izvira iz dezel srednjega vzhoda, kjer so priceli
vzgajati sorte, ki so bile namenjene za pripravo soka in vina. Vzgojo plemenite vinske trte
so Fenicani, Grki in Rimljani razsirili po Sredozemlju. Danes je vzgoja vinske trte ena od
najbolj zastopanih panog v kmetijstvu po celem svetu. Obstajajo razlicne vrste vinske trte,
ki se gojijo za pridelavo grozdja za hrano ali za proizvodnjo vina. Pri pridelavi in predelavi
grozdja ter pri proizvodnji vina ostajajo kozice groznih jagod, pecke ter listi kot stranski
proizvodi, ki so bogati z bioaktivnimi spojinami, predvsem fenolnimi spojinami.

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti rastlin. Prepoznamo jih po aromatskem obrocu z
eno ali ve¢ hidroksilnimi skupinami. So nujne za rast in razmnozevanje rastlin in pogosto
poskodbi rastlinskega tkiva. Vplivajo na vonj, okus in hranilno vrednost svezih in
predelanih rastlinskih Zivil.

Fenolne spojine imajo pomembno vlogo tudi v prehrani cloveka, saj delujejo
antioksidativno in preprecujejo porusenje ravnotezja med prostimi radikali in antioksidanti,
¢emur pravimo oksidativni stres. Prosti radikali so visoko reaktivne molekule, ki reagirajo
z molekulami v svoji okolici in poskodujejo celice. V celicah sprozajo tvorbo novih prostih
radikalov, ki reagirajo naprej, kar vodi v verizno reakcijo.

Prosti radikali in prooksidanti, kot so kovinski ioni in encimi, najveckrat povzrocajo
oksidativne spremembe bioloskih molekul tako v telesu kot v zivilih. V telesu lahko
sprozijo nastanek raka ali pa dednih napak, so posredno ali neposredno vpleteni pri
aterosklerozi, srénem infarktu, revmatoidnem artritisu in drugih boleznih. Oksidativne
spremembe povzrocijo v zivilih kvar in poslabSajo organolepti¢ne lastnosti (videz, barva,
vonj, okus in tekstura). Lahko tudi zmanj$ajo hranilno vrednost in varnost zivil.

Dodajanje antioksidantov zivilom podaljSa njihovo obstojnost in jih konzervira. Taka
zivila pa imajo ob zauzitju ugoden ucinek tudi na telo, saj vsebujejo ve¢ antioksidantov.
Uzivanje zivil, bogatih z antioksidanti, namre¢ pozitivno vpliva na nase zdravje.
Antioksidante lo¢imo na naravne in sinteticne. V danaSnjih Casih prihaja v ospredje
uporaba antioksidantov iz naravnih virov, predvsem zaradi zdravstvene oporecnosti in
toksicnosti nekaterih sinteticnih antioksidantov. Listi vinske trte in kozice grozdnih jagod
predstavljajo pomemben alternativni vir naravnih antioksidantov z moznostjo uporabe v
humani prehrani kot prehranska dopolnila ali funkcionalna zivila in v zivilski industriji pri
proizvodnji hrane in pijac.
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1.1 NAMEN NALOGE

V okviru diplomske naloge smo zeleli dolociti antioksidativne ucinkovitosti fenolnih
spojin, pridobljenih iz kozic grozdnih jagod in listov vinske trte, v razliénih modelnih
sistemih. Prav tako smo zeleli podati primerjavo z antioksidativno u¢inkovitostjo nekaterih
rastlinskih ekstraktov in komercialno dostopnih antioksidantov.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pric¢akujemo, da:
e fenolne spojine v izbranih ekstraktih pokaZejo antioksidativno u¢inkovitost
e na antioksidativno u¢inkovitost vpliva izbrana metoda dolocitve

e sec antioksidativna ucinkovitost kozic grozdnih jagod rdeih sort razlikuje od
antioksidativne ucinkovitosti belih sort

e bo z obdobjem vegetacije narascala antioksidativna ucinkovitost fenolnih spojin v
listih vinske trte
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2  PREGLED OBJAV

2.1 VINSKA TRTA

Vinska trta (Vitis vinifera L.) spada v druzino VITACEAE, ki zajema 11 rodov s priblizno
600 vrstami. Od teh se le 20 vrst izkoris¢a za pridelavo ploda ali kot podlaga vinske trte in
vse pripadajo rodu Vitis. Vitis vinifera L. ali evropsko-azijska kulturna trta je SirSe znana
pod imenom vinska trta. Odlikuje jo visoko kakovostno grozdje, ki je namenjeno za
prehrano ali nadaljnjo predelavo. Vinska trta zajema nekaj tiso€ sort.

Slika 1: Vinska trta (Vitis vinifera L.) (Vernik, 2010)

Vinska trta ima ve¢namenske koristi. Goji se za pridelavo grozdja, ki ima v ¢loveski
prehrani visoko hranilno, prehransko in zdravilno vrednost. Priblizno 1 kg grozdja, s
povpre¢no vsebnostjo sladkorja, lahko zadovolji 30 % dnevne potrebe organizma po
energiji. Grozdje vsebuje Stevilne prehransko pomembne snovi, kot so sladkor, kisline,
Stevilni minerali in vitamini ter fenolne spojine (Buri¢, 1985).
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2.1.1 Debit
Sinonimi: bilina, carapar, debi¢, dobit, pagadebit, pagadebié, puljizanac.

Debit (slika 2) je bela vinska sorta, ki domnevno izvira iz Italije in je razSirjena v srednji in
severni Dalmaciji ter v Dalmatinski zagori. NajboljSe uspeva v izrazito topli klimi in na
toplih, zmerno plodnih tleh (Buri¢, 1985; Mirosevic in Turkovic, 2003).

Slika 2: Debit (Zdunié, 2008a)

2.1.2 KujundZusa
Sinonimi: kojundzusa, tvrdac, tvrdorijez, zutac, ruderusa bijela.

Kujundzusa (slika 3) je bela vinska sorta z neznanim poreklom. Je vodilna bela sorta na
podro¢ju Imotski. Poleg tega, da je zelo rodovitna sorta, jo odlikuje Se nezen in nevtralen
vonj. Na trgu se pojavlja kot kvalitetno sortno vino z vinorodnega okolisa Imotski. Nahaja
se med priporoCenimi sortami za celotno podregijo Dalmatinska zagora (Buri¢, 1985).

Slika 3: Kujundzusa (Zduni¢, 2008b)



Vracar N. Antioksidativna uc¢inkovitost fenolnih spojin v koZicah grozdnih jagod in listih vinske trte.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

2.1.3 Lasin
Sinonimi: lasin, vlasina, kutlarica, slast, pazanin, ruza, §ljiva, zlarinka.

Lasin (slika 4) je rdeca vinska sorta z neznanim poreklom. Domneva se, da gre za staro
avtohtono sorto Severne Dalmacije in je najbolj razsirjena kot posamezna trta v vinogradu.
Ta sorta ima mocno in bujno rast (Buri¢, 1985; Mirosevic in Turkovic, 2003).

Slika 4: Lasin (Zduni¢, 2009a)

2.1.4 PoSip
Sinonimi: posipak, posipica.

Posip (slika 5) je bela vinska sorta, ki izvira z otoka Korcule. Nastala je spontano s
krizanjem dveh sort bratkovine bijele in zlatarice blatske bijele. PoSip je ena najstarejSih in
najbolj cenjenih avtohtonih sort belega grozdja. Od leta 1967 je (Posip letnik 1965) z
geografskim poreklom zaScitena kot prvo hrvasko vrhunsko belo vino. RazSirjena je v
manj$i meri na otokih Mljet, Lastovo, Hvar, Bra¢, polotoku PeljeSacu in na nekaterih
podrocjih v severni Dalmaciji (Mirosevic in Turkovic, 2003).



Vracar N. Antioksidativna uc¢inkovitost fenolnih spojin v koZicah grozdnih jagod in listih vinske trte.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

Slika 5: Posip (Turkovi¢, 2008)

2.1.5 Syrah

Sinonimi: sirah, sirac, schiraz, balsamina.

Syrah (slika 6) je rdeCa vinska sorta z neznanim poreklom. Domneva se, da je njena
pradomovina Iran, od koder so jo na Sicilijo prinesli rimski legionarji, od tam pa se je Sirila
Se naprej. Danes je zelo razSirjena na mnogih vinorodnih podro¢jih Francije, Spanije,
Portugalske, Italije, Gr¢ije, Avstralije, Kalifornije, Argentine in v juzni Afriki (MiroSevic¢
in Turkovi¢, 2003).

Q Jérrmﬂf e

Slika 6: Syrah (Mirosevi¢ in Turkovi¢, 2003)



Vracar N. Antioksidativna uc¢inkovitost fenolnih spojin v koZicah grozdnih jagod in listih vinske trte.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

2.1.6 Trnjak
Sinonimi: rudeZusa.

Trnjak (slika 7) je rdeCa vinska sorta z neznanim poreklom. UvrS¢a se med priporocene
sorte. Najvec¢ je gojijo na vinorodnem podrocju Imotski in nekaj tudi na podrocjih Split-
Omis-Makarska, Neretva in Vrgorac.

Slika 7: Trnjak (Zduni¢, 2009b)

2.1.7 Vranac

Sinonimi: crmnicka loza, crmnicki vranac.

Vranac (slika 8) je rdeca vinska sorta. Je avtohtona ¢rnogorska sorta in je uvrS¢ena med
priporocene sorte v podregiji Severna Dalmacija. Ime je dobila po izraziti ¢rni (vranje ¢rni)
barvi grozdja (MiroSevi€ in Turkovi¢, 2003).

Slika 8: Vranac (Gropuzzo, 2008)
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2.1.8 Zlatarica

Sinonimi: zlatarica bijela, bila loza, drackinja, plavka.

Zlatarica je bela vinska sorta z neznanim poreklom. Je priporofena sorta grozdja na
podroc¢ju Dalmatinska zagora. Gojijo jo na podro¢jih Dubrovnika, Metkovica in na otoku
Korcula (Buri¢, 1985).

2.2 FENOLNE SPOJINE

Rastline sintetizirajo na tisoce aromatskih spojin, ki vsebujejo eno ali ve¢ fenolnih skupin.
Fenolne spojine ali polifenoli so sekundarni metaboliti, ki so derivati pentoza fosfatne,
Sikimatne in fenilpropanoidne poti v rastlinah. Te spojine so fizioloSkega in morfoloskega
pomena za rastline. Zaradi svojih antioksidativnih lastnosti, so bistvene v prehrani ¢loveka
(Balasundram in sod., 2006).

Kemijsko lahko fenolne spojine definiramo kot spojine, ki imajo na aromatski obro¢
vezanih eno ali ve¢ hidroksilnih skupin (Shahidi in Naczk, 2003).

Preglednica 1: Razvrstitev fenolnih spojin (Abram in Sim¢ic¢, 1997)

St. C-atomov |Struktura |Skupina
6 Cs Fenoli
7 Cs-C, Fenolne kisline
8 Cs-C» Fenilocetne kisline
Hidroksicimetne kisline, fenilpropeni, kumarini,
9 Cs-Cs . .. .
1zokumarini, kromoni
10 Cs-Cs Naftokinoni
13 Cs-C1-Cq Ksantoni
14 Cs-C1-Cs Stilbeni, antrakinoni
15 Cs-C5-Cs Flavonoidi
18 (C6-Cs)2 Lignani, neolignani
30 (C6-C5-Cs), | Biflavonoidi
N (C6-Ca)n Lignini
(Co)n Melanini
(C6-C3-Cs)n | Kondenzirani tanini
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Vec tiso¢ fenolnih spojin, ki se nahajajo v rastlinah, lahko razdelimo v ve¢ skupin. Te
skupine se med seboj razlikujejo predvsem na podlagi Stevila ogljikovih atomov in glede
na strukturo osnovnega ogrodja posamezne spojine. Razdelitev fenolnih spojin po Stevilu
ogljikovih atomov je prikazana v preglednici 1. Poleg enostavnih vodotopnih oblik
fenolnih spojin, ki jih najdemo pretezno v vakuolah, obstajajo Se polimerizirane oblike
razli¢nih topnosti (tanini) ali popolnoma netopne oblike (lignini) (Macheix in sod., 1990).

Navadno je tako, da v doloceni rastlini prevladuje dolocena skupina fenolnih spojin, kar ne
izkljuCuje prisotnost drugih fenolnih spojin v tej rastlini. Nekatere skupine, kot so
hidroksicimetne kisline in flavonoidi, so prisotne skoraj povsod, medtem ko se druge
skupine najdejo le pri rastlinah dolo¢enega rodu in vrste (Macheix in sod., 1990).

2.2.1 Flavonoidi

Flavonoidi so spojine, ki imajo skupaj 15 ogljikovih atomov in osnovno strukturo C6-C3-
C6, ki se imenuje flavan oz. 2-fenilbenzopiran. Flavonoidi predstavljajo dobro polovico od
skupaj ve¢ kot osem tiso€ razli¢nih fenolnih spojin (Abram in Sim¢ic, 1997).

Flavonoidno jedro je sestavljeno iz treh obrocev A, B in C (slika 9). Posamezne skupine
flavonoidov (slika 10), ki se med seboj razlikujejo po substitucijah na C obrocu so
flavonoli, flavoni, flavanoni, flavanoli ali katehini, izoflavoni, flavanonoli in antocianidini,
od katerih se flavoni in flavonoli najpogosteje pojavljajo in so strukturno najbolj raznoliki
(Balasundram in sod., 2006).

Slika 9: Osnovna strukturna formula flavonoidov (Balasundram in sod., 2006)

Flavonoidi so predstavniki naravnih antioksidantov in so ucinkoviti pri preprecevanju
oksidacije LDL holesterola, delujejo bakteriostati¢no, zavirajo rast stafilokokov, znizujejo
koncentracijo celokupnega holesterola v krvi, preprecujejo zobno gnilobo, bolezni dlesni,
preprecujejo okvare DNK in zavirajo razvoj ateroskleroze (KoroSec, 2000).
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Preglednica 2: Strukturne formule nekaterih flavonoidov (Birt in sod., 2001)

Strukturna Predstavniki Substitucije
formula flavonoidov 5 6 7 3’ 4 5
Flavanon
3
o 4. Eriodiktiol OH H OH OH OH H
7C N > Hesperetin OH H OH OH OMe H
6 z OH Naringenin OH H OH H OH H
Flavanol
@/O Katehin OH H OH OH OH H
~OH Galokatehin OH H OH OH OH OH
Flavon
0 | Apigenin OH H OH H OH H
Krisin H H OH H H H
0 Luteolin OH H OH OH OH H
Flavonol
0 | Kemferol OH H OH H OH H
OH Miricetin OH H OH OH OH OH
fe} Kvercetin OH H OH OH OH H
Flavanonol
@:J Taksifolin OH H OH OH OH H
~OH
O
Izoflavon
) Daidzein H H OH H OH H
q Genistein OH H OH H OH H
0 Glicitein OH OMe OH H OH H
Formononetin H H OH H OMe H

2.2.2 Pomen fenolnih spojin

Fenolne spojine so kemicno reaktivne snovi. Prispevajo k okusu, vonju in barvi zivil ter
pijac. V rastlinah je obic¢ajno okrog 1 do 2 % fenolnih spojin, v zrelih sadezih pa 8,5 %. Te
spojine so fizioloSkega in morfoloskega pomena za rastline. Imajo pomembno vlogo pri

rasti in razmnoZevanju. V naravi fenolne spojine zagotavljajo zascito rastlin pred patogeni
in plenilci, delujejo kot kemicne signalne spojine pri cvetenju, oplojevanju in rastlinski
simbiozi ter prispevajo k barvi in senzori¢ni lastnosti sadja in zelenjave.
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Za fenolne spojine menijo, da prispevajo k odpornosti rastlin pri mehanskem stresu, ki je
posledica prisotnih insektov ali mehanskih poskodb, infekcij z glivami, bakterijami in
virusi. Kot odgovor na stres rastlina izrabi prisotne ali zaradi stresa na novo nastale fenolne
spojine. Stevilne fenolne spojine imajo tudi protimikrobno uéinkovitost, zato lahko
pripomorejo k obrambi rastline. Taka spojina je resveratrol v grozdju (Abram in
Sim¢ic, 1997).

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, ki nastajajo po pentoza fosfatni, Sikimatni
in fenilpropanoidni poti v rastlinah.

Fenolne spojine imajo Sirok spekter fizioloskih lastnosti, kot so antialergeno, anti-
aterogeno, protivnetno, protimikrobno, antioksidantno, antitromboti¢no, kardio-
protetktivno in vazodilatorno delovanje (Balasundram in sod., 2006).

2.2.3 Fenolne spojine vinske trte

Fenolna sestava grozdja in listja vinske trte (Vitis vinifera spp.) je odvisna od razlicnih
dejavnikov: podnebja, kjer rastejo, stopnje zrelosti oz. faze zorenja in sorte vinske trte
(Montealegre in sod., 2006; Katalini¢ in sod., 2009). Fenolne spojine vinske trte
predstavljajo obsezno in pomembno skupino kemijskih spojin, ki so odlocCilne za barvo,
vonj in okus grozdja in listov ter iz njih narejenih izdelkov.

Stevilne raziskave so pokazale udinek na zdravje in antioksidativne lastnosti fenolnih
spojin iz grozdja in vina, predvsem v povezavi z boleznimi srca in ozilja. Izdelki, kot so
ekstrakti peck in kozic grozdnih jagod ter listov vinske trte, ze obstajajo kot prehranska
dopolnila (Monagas in sod., 2006).

Kozice grozdnih jagod in listi vinske trte so sestavljeni iz antocianinov in flavonolov.
Antocianini, ki so identificirani v V. vinifera spp. so 3-O-monoglikozidi in 3-O-acilirani
monoglikozidi petih antocianidinov (delfinidin, cianidin, petunidin, peonidin in malvidin).
Flavonoli, najdeni v V. vinifera spp., so: 3-O-glikozidi miricetina, kvercetina, kamferola in
izoramnetina. Glukoza, galaktoza in galakturonska kislina so najbolj zastopani sladkorji v
omenjenih spojinah (Monagas in sod., 2006).

Fenolne spojine, ki jih najdemo v listih vinske trte so fenolne kisline (3- hidroksibenzojska
kislina, kavna kislina, galna kislina in vanilinska kislina), flavonoidi (katehin, epikatehin,
apigenin, miricetin, kvercetin, kvercetin-4-glukozid, rutin, antocianini, kamferol) in
stilbeni (trans-resveratrol in derivati resveratrola) (Katalini¢ in sod., 2009).
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Fenolne spojine, ki jih najdemo v koZzicah grozdnih jagod, so estri hidroksicimetnih kislin,
monomeri in dimeri flavan-3-olov (katehin, epikatehin, epikatehin galat, procianidin),
flavonoli (kvercitin glukozid), stilbeni (cis- in trans-rezveratrol) in antocianini —
glikozilirani antocianidini (delfinidin, cianidin, petunidin, penonidin in malvidin)
(Montealegre in sod., 2006; Katalini¢ in sod., 2009; Monagas in sod., 2005). Kozice
grozdnih jagod belih sort vsebujejo: flavanole, proantocianidine, hidroksicimetne kisline,
medtem ko vsebujejo kozice grozdnih jagod rdecih sort: antocianine, flavanole,
proantocianidine, flavonole in hidroksicimetne kisline (Makris in sod., 2007).

2.3 STRANSKI PROIZVODI VINOGRADNISTVA

Zivilsko predelovalna industrija vsako leto ustvari velike koli¢ine teko&ih in trdnih
odpadkov. Ti odpadni materiali vsebujejo pretezno biorazgradljive organske delce, katerih
odlaganje lahko povzroca resne okoljske probleme (Negro in sod., 2003). V zadnjih letih
se zato veliko pozornosti posveca zmanjSevanju vpliva stranskih produktov proizvodnje na
okolje.

Kopic¢enje odpadkov v predelovalnih obratih se lahko bistveno zmanjsa z uporabo novih ali
spremenjenih nacinov predelave, s pomocjo Cistilnih naprav znotraj proizvodnega obrata in
z drugimi nacini, ki se razvijajo v tej smeri. Na primer spreminjanje odpadkov v biogoriva,
zivilske sestavine in druge izdelke z dodano vrednostjo (Makris in sod., 2007).

Vecina rastlinskih stranskih produktov v kmetijstvu in Zivilsko predelovalni industriji
vsebuje biolosko aktivne komponente fenolne spojine (Torres in sod., 2002). V odpadnih
vodah te spojine povecajo biokemijske in kemijske potrebe po kisiku, kar povzroca skodo
zivalim in rastlinam v okolici. V odpadkih, ki se uporabljajo za gnojenje, pa lahko velika
vsebnost polifenolov zavira kalitev. Po drugi strani pa so za okolje Skodljivi odpadki
potencialni viri bioaktivnih polifenolov, ki se lahko uporabljajo za razlicne namene v
farmacevtski, kozmeti¢ni in Zivilski industriji.

Siroko uporabljeni prehranski antioksidanti BHT, BHA in TBHQ so sinteti¢ni
antioksidanti. Veliko se uporabljajo zaradi nizke cene in visoke uc¢inkovitosti, vendar se
pojavljajo dvomi o varnosti in toksi¢nosti sinteti¢nih antioksidantov, zato so postali
zanimivi naravni antioksidanti, ki imajo poleg antioksidativne ucinkovitosti $e hranilno
vrednost (Russis in sod., 2008). Med naravne antioksidante sodijo tudi fenolne spojine.

V pridelavi sadja na svetu je poleg pomaran¢ pridelava grozdja (Vitis sp., Vitaceae) na
drugem mestu, z ve¢ kot 60 milijoni ton na leto. Priblizno 80 % celotnega pridelka se
uporabi za proizvodnjo vina (Schieber in sod., 2001). Stranski odpadki, ki vkljucujejo
tropine, koZice in peclje, predstavljajo skoraj 30 % surovine, ki se uporabi za proizvodnjo
vina (Makris in sod., 2007). Grozdne tropine, pridobljene po maceraciji in fermentaciji
rdecega grozdja, so glavni stranski produkt v proizvodnji vina. Tropine sestavljajo kozice



13
Vracar N. Antioksidativna uc¢inkovitost fenolnih spojin v koZicah grozdnih jagod in listih vinske trte.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

grozdnih jagod, pecke in v€asih peclji. Stranski produkti pri proizvodnji belih vin pa so
nefermentirane kozice grozdnih jagod in pecke. Tudi listi vinske trte se uporabljajo kot vir
fenolnih spojin (Monagas in sod., 2006).

Stranski proizvodi pri proizvodnji vina so zelo bogat vir antioksidantov polifenolov v
primerjavi z drugimi kmetijsko-zivilskimi trdnimi odpadki (Makris in sod., 2007). Zato
predstavljajo zanimiv stranski proizvod bogat s fenolnimi spojinami, ki se lahko uporablja
kot naravni dodatek zivilom ali kot prehransko dopolnilo.

2.4 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so v splosnem snovi, ki so sposobne zZe v majhnih koli¢inah prepreciti ali
zmanjsati oksidativne poskodbe biolosko pomembnih spojin: mascob, beljakovin in
nukleinskih kislin (Balik in sod., 2008).

V telesu so prosti radikali v stalnem ravnoteZju z antioksidanti. Kadar se ravnotezje porusi,
kar imenujemo oksidativni stres, pride do posSkodb celi¢nih struktur, ki so najpogostejsi
vzrok za staranje, degenerativne bolezni, raka, ishemijo, kardiovaskularne bolezni, atero-
sklerozo, zmanj$an imunski odziv in Stevilne druge bolezni (KoroSec, 2000).

Prosti radikali so atomi, molekule in ioni z vsaj enim elektronom brez para. So rezultat
normalne celi¢ne presnove, dejavnikov iz okolja (UV in gama zarki, topota, kajenje,
onesnazeno okolje) ter delovanja nekaterih snovi in zdravil (aflatoksini, alkohol,
analgetiki, anestetiki, citostatiki itd.). Prosti radikali delujejo znotraj celice in tudi
zunajceli¢no. Ucinke prikazuje preglednica 3.

Najpomembnejsi kisikovi prosti radikali so:

superoksidni anion,

- tripletni kisik,

- singletni kisik,

- hidroksilni radikali,

- vodikov peroksid,

- radikal dusikovega oksida in

- peroksilni radikal.
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Preglednica 3: Mesta delovanja in uc¢inki prostih radikalov (Korosec, 2000)

Mesto Ucinek

Lipidi Peroksidacija mas¢obnih kislin, spremenjena prepustnost
membran.

Proteini Oksidacija SH- skupin, aktivacija encimov (kolagenaze),
inaktivacija encimov (o, -antitripsina).

DNK Cepitev verige, povecana poraba NAD, motena sinteza ATP.

Poruseno ravnotezje ali oksidativni stres preprecujejo antioksidanti z lovljenjem prostih

radikalov, keliranjem kovinskih ionov z odstranjevanjem in/ali popravljanjem oksidativno
poskodovanih bioloskih molekul.

2.4.1 Mehanizem delovanja antioksidantov

Vloga antioksidantov je prepreCevanje oksidacije v fazi iniciacije ali propagacije.
Antioksidanti so torej pomembni za ohranjanje obstojnosti, prehranske vrednosti in

senzoric¢nih lastnosti Zivila (videza, vonja, okusa, barve). Prav tako pa imajo antioksidanti
pozitivne ucinke v cloveskem telesu.

Oksidacija mascob je glavni vzrok poskodb bioloskih molekul tako v zivilih kot v telesu
(Halliwell in Chirico, 1993). Oksidaciji mas¢ob pravimo tudi avtooksidacija in poteka v

treh stopnjah:

1. Iniciacija ali zacetek

RH —-R*+H*

2. Propagacija ali napredovanje

R. + Oz — ROO.

ROO®+RH — R* + ROOH

3. Terminacija ali zakljucek

R*+R*—>R+R

R*+RO0O®* — ROOR

ROO® +ROO* — ROOR + O,

(1)

. (2)
. 3)

.4
. (5)
. (6)
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Ucinkovitost antioksidanta je odvisna od redukcijskega potenciala in drugih fizikalno
kemijskih znacilnosti. Tako je vazna polarnost antioksidanta, ki doloca, kako se
antioksidant porazdeli med polarnim in nepolarnim medijem in kako dobro se antioksidant
absorbira v organizmu.

Za fenolne antioksidante (AH) predpostavljajo, da zaustavijo oksidacijo lipidov, ker se
njihov vodikov atom hitro poveze z lipidnim radikalom (relaciji 7 in 8). Ucinkovitost
antioksidantov je tem veéja, ¢im manj3a je jakost vezi A-H. Nastali fenoksilni radikal (A®)
ne sme sproziti novih radikalnih reakcij ali hitro oksidirati (Abram, 2000). V nadaljevanju
fenoksilni radikal reagira z naslednjim prostim radikalom, pri ¢emer nastane stabilni
produkt (relaciji 9 in 10).

ROO® + AH — ROOH + A*® (7
RO®*+AH — ROH + A°® .. (8)
ROO® + A®* - ROOA .. (9)
RO® + A®* — ROA .. (10)

2.4.2 Antioksidanti v Zivilih in njihov vpliv na zdravje

Ljudje zivimo nezdravo zivljenje. UZivamo neustrezno prehrano, zivimo stresno in smo
zelo malo telesno aktivni, kar je glavni dejavnik za razvoj Stevilnih kroni¢nih bolezni.
Ceprav je kisik neobhodno potreben za Zivljenje, lahko za mnoge bolezni okrivimo prav
kisik, ki povzroca oksidacijske reakcije v telesu. Znanstveniki so unicujoce reakcije kisika
povezali z najmanj Sestdesetimi razli¢nimi kroni¢nimi boleznimi (Mikus in Poljsak, 2009).

Fenolne spojine imajo pozitivne antioksidativne ucinke na clovekovo zdravje. Lahko
preprecijo oksidacije LDL- proteina in s tem zniZajo tveganje za nastanek bolezni srca.
Prav tako imajo protivnetne in antikancerogene lastnosti (Negro in sod., 2003; Shrikhande,
2000). Katehini inducirajo apoptozo v razli¢nih celi¢nih linijah in tako preprecijo izrazanje
dolocenih s tumorjem povezanih genov, kar kaze na to, da so katehini dobri kandidati za
preventivna sredstva proti raku (Torres in sod., 2002). Fenolne spojine preprecujejo tudi
proces staranja, na katerega imajo kisik in drugi razli¢ni oksidanti velik vpliv (Fukumoto in
Mazza, 2000).

Hrana bogata z vsebnostjo antioksidantov torej igra pomembno vlogo pri prepre¢evanju
razli¢nih bolezni. Po drugi strani pa je oksidacija maS¢ob v zivilih glavni vzrok kemijskega
kvara, njeni produkti pa so lahko tudi toksi¢ni (Roussis in sod., 2008). Dodatek snovi z
antioksidativno ucinkovitostjo v zivilski izdelek prispeva h kakovosti in varnosti hrane, saj
podaljsa obstojnost ter zvisa biolosko vrednost zivila. Antioksidanti se pogosto uporabljajo
v zivilih za preprecevanje oksidacije maScob. V zadnjem casu naras€a zanimanje za
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iskanje naravnih antioksidantov za uporabo v Zzivilih. MozZen vir antioksidantov so prav
gotovo tudi rastlinske fenolne spojine, ki so antioksidativno u¢inkovite snovi (Negro in
sod., 2003; Fukumoto in Mazza, 2000)
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI

3.1.1 Ekstrakti koZic grozdnih jagod in listov vinske trte

Za analize smo uporabili ekstrakte kozic grozdnih jagod in listov razli¢nih sort vinske trte
Vitis vinifera L. V raziskavo smo vkljucili bele sorte: debit, kujundzusa, zlatarica in rdece
sorte: lasin, trnjak, vranac. Listi so bili zbrani v razli¢nih vegetacijskih obdobjih. V maju:
lasin 5, poSip 5, syrah 5; v avgustu: poSip 8, syrah 8; v septembru: lasin 9, syrah 9.
Ekstrakti so bili pripravljeni po metodi, ki so jo opisali Katalini¢ in sodelavci (2010) s
topilom — zmes metanol/voda (70:30 v/v) na Fakulteti za kemijo in tehnologijo, Univerza v
Splitu. Diplomsko delo je del SirSe raziskave, ki je potekala v okviru bilateralnega
raziskovalnega projekta med Slovenijo in Hrvasko.

3.1.2 RoZmarin

Za analize smo uporabili komercialno dostopni ekstrakt listov rozmarina VIVOX 40, ki po
navedbi proizvajalca vsebuje 40 % karnozolne kisline (Vitiva d.o.o0., Slovenija).

3.1.3 Reagenti in pribor

Za analize smo uporabljali naslednje reagente:
e metanol (analitske Cistosti, Merck, Nemcija)
e ctanol (96 %, Merck, Nemcija)
e Folin-Ciocalteu reagent (Fluka, Svica)
e pB-karoten (Cistost>97 % Fluka, Svica)
e DPPHe reagent (Sigma, Nemcija)
e kalijev dihidrogenfosfat (analitske Cistosti, Kemika, Hrvaska)
e natrijev dihidrogenfosfat (analitske Cistosti, Kemika, Hrvaska)
e natrijev hidroksid (Merck, Nemcija)

e kloroform (analitske Cistosti, Merck, Nemcija)
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linolna kislina (Sigma, Nemcija)

fenazin metasulfat (Sigma, Nemcija)

nitro tetrazol modro (Sigma, Nemcija)

B-nikotinamid adenin dinukleotid dinatrijeva sol hidrat (Sigma, Nemcija)
zelezov (III) klorid (Carlo Erba Reagenti, Italija)

trikloroocetna kislina (Merck, Nemcija)

kalijev heksacianoferat (II1) (Merck, Nemcija)

natrijev karbonat (Mercka, Nemcija)

galna kislina (Sigma, Nemcija)

Tween 20 detergent (Sigma, Nemcija)

Za pripravo raztopin smo uporabljali bidestilirano vodo.

Uporabljali smo slede¢o opremo in pribor:

avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)
centrifuga (Eppendorf 5415C)

2 mL plasti¢ne centrifugirke (Eppendorf, Nemcija)
1 mL plasti¢ne centrifugirke (Eppendorf, Nemcija)
ladjice za tehtanje

merilni valji

magnetno mesalo 550 M (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)
vrtinénik

pH-meter (Mettler Toledo, Svica)

rortavapor (Biichi Rotavapor r-114, Svica)
spektrofotometer (Hewlett-Packard 8453, ZDA)

tehtnica AT201 (Mettler Toledo, Svica)
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e tehtnica (Sartorius analytic)

e ultrazvocna kopel (Bandelin, Nemcija)

3.2 METODE

3.2.1 Dolocanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin v ekstraktih koZic grozdnih jagod

in listov vinske trte

Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo dolo¢ili po Folin-Ciocalteu metodi, ki jo je opisal
Gutfinger (1981). V 1,5 mL plasticne epice smo odpipetirali 0,2 mL raztopine ustrezno
razredcenega ekstrakta, mu dodali 0,125 mL Folin-Ciocalteu reagenta (razredcen z vodo v
razmerju 1:2) ter premeSali. Nato smo dodali 0,125 mL 20 % raztopine natrijevega
karbonata in dopolnili z vodo do 1mL, ponovno premesSali ter centrifugirali v
Eppendorfovi centrifugi 5415¢ 10 min pri 13000 obr/min. Po 40 minutah smo izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 765 nm (A476s). Slepi vzorec smo pripravili na isti nacin, le
da smo namesto ekstrakta dodali 50 % MetOH. Vsako meritev smo opravili v treh
ponovitvah.

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili galno kislino. V 25 mL bucko smo zatehtali
10 mg galne kisline, jo raztopili v destilirani vodi in razred¢ili do 25 mL. Koncentracija
pripravljene izhodne raztopine je bila 400 pg/mL. V epice smo dodali razlicne volumne
izhodne raztopine in v skladu s Folin-Ciocalteu metodo izmerili absorbanco. V
preglednici 4 so podane vrednosti za masno koncentracijo galne kisline v reakcijski zmesi
in povprecne vrednosti izmerjene absorbance.

Preglednica 4: Vrednosti masne koncentracije galne kisline v reakcijski zmesi (yrz) in povpre¢ne vrednosti
absorbance (A4765)

yrz (mg/L) Azes
2 0,2378
4 0,4551
6 0.6543
8 0,8386
10 1,0057

Iz povprecne vrednosti absorbance in masne koncentracije galne kisline v reakcijski zmesi
smo narisali umeritveno krivuljo (premica), ki je prikazana na sliki 10. Z linearno regresijo
smo dolocili koeficient oz. naklon premice. Vrednost koeficienta k& je
0,104 + 0,002 (mg/L)".
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Slika 10: Umeritvena krivulja z galno kislino

Masno koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi smo izracunali iz zveze:

YRz = A765/ k .. (1D

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v metanolnih ekstraktih kozic grozdnih jagod in listov
vinske trte smo izrazili kot miligram galne kisline na liter metanolnega ekstrakta (mggg/L).
Izracunali smo jo iz koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi, volumna
metanolnega ekstrakta in razredcitve ekstrakta.

3.2.2 Analiza sposobnosti redukcije

Sposobnost redukcije smo povzeli po metodi, ki so jo opisali Juntachote in sodelavci
(2006). V epruvete smo odpipetirali 0,5 mL raztopine ustrezno razredCenega ekstrakta in
dodali 2,5mL fosfatnega pufra (pH=6,8), 2,5mL 1% raztopine kalijevega
heksacianoferata (III) in 2,5 mL 20 % raztopine triklorocetne kisline ter vse skupaj
premesali. Sledilo je centrifugiranje v Eppendorfovi centrifugi 5415¢ 10 min pri
13000 obr/min. Po centrifugiranju smo odvzeli 2,5 mL supernatanta, mu dodali 2,5 mL
bidestilirane vode in 1 mL 1 % raztopine Zelezovega (III) klorida ter dobro premesali. Po
25 minutah smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini 740 nm (A749) proti slepemu
vzorcu, ki je bil pripravljen po istem postopku, le da smo namesto ekstrakta dodali
ustrezno topilo (50 % MetOH). Vsako meritev smo opravili v dveh paralelkah.
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3.2.3 Metoda z radikalom DPPHe"

Analizo sposobnosti lovljenja prostih radikalov smo dolocili z DPPHe metodo, ki so jo
opisali Brand-Williams in sodelavci (1995). Pripravili smo etanolno raztopino DPPHe, in
sicer smo 1,97 mg DPPHe raztopili v 50 mL 96 % etanola in postavili za 5 min v
ultrazvocno kopel. V kivete smo odpipetirali 2,9 mL sveZe pripravljene raztopine DPPHe
in 0,1 mL raztopine ustrezno razred¢enega metanolnega ekstrakta. Po 30 minutah smo
merili absorbanco pri 517 nm (4s;7) proti slepemu vzorcu (96 % etanol). Izmerili smo tudi
absorbanco kontrolnega vzorca, ki je vseboval 2,9 mL raztopine DPPHe in 0,1 mL 96 %
etanola.

3.2.4 Beljenje p-karotena

Postopek dolocitve antioksidativne ucinkovitosti z f-karotenom smo opravili v skladu z
metodo, ki so jo opisali Moure in sodelavci (2000). V bucko smo odmerili 5 mL
kloroformne raztopine [-karotena, 0,1 mL linolne kisline, 1 mL detergenta Tween 20,
premesali in na rotavaporju odparili topilo. K preostanku, ki je nastal po odparevanju, smo
pocasi dodali 250 mL bidestilirane vode in vse skupaj stresali 5 min. Dobljeno emulzijo
smo razporedili po 5 mL v epruvete ter dodali 0,2 mL raztopine metanolnega ekstrakta.
Koncentracija fenolnih spojin v reakcijski zmesi je bila 0,05 mg/L. Zmes smo inkubirali
dve uri pri temperaturi 50° C. Absorbanco (4479) smo merili vsakih 20 minut pri valovni
dolzini 470 nm proti slepemu vzorcu, ki je vseboval emulzijo brez B-karotena. Absorbanco
smo izmerili v dveh paralelkah. Izmerili smo tudi absorbanco kontrolnega vzorca, ki smo
ga pripravili tako, da smo namesto vzorca dodali 50 % MetOH. Vse meritve smo opravili v
dveh paralelkah.

3.2.5 Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala

Analizo sposobnosti lovljenja superoksidnega anionskega radikala smo dolo¢ili z metodo,
ki sta jo opisala Roback in Gryglewski (1988), z manj$imi modifikacijami. Reagenti so bili
pripravljeni v 0,1 M fosfatnem pufru (pH =7,4). V plasticne epruvete smo odpipetirali
0,5 mL raztopine metanolnega ekstrakta razlicnih koncentracij, 0,5 mL NBT reagenta,
0,5 mL NADH reagenta in 0,5 mL PMS reagenta. Vse skupaj premesali in po 5 minutah od
dodatka reagenta PMS izmerili absorbanco pri 560 nm (4sep) proti slepemu vzorcu, ki je
vseboval 0,5 mL ustreznega topila, 0,5 mL. NBT reagenta, 0,5 mL NADH reagenta in
0,5 mL fosfatnega pufra. Izmerili smo tudi absorbanco kontrolnega vzorca, ki smo ga
pripravili tako, da smo namesto vzorca dodali 50 % MetOH. Vse meritve smo opravili v
dveh paralelkah.
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3.2.6 Statisti¢na analiza

Analize smo delali v dveh oz. treh paralelkah, vrednosti so podane kot povprecje +
standardni odklon. Povpre¢ne vrednosti meritev znotraj posamezne metode smo izracunali
v skladu z naslednjo enacbo (Kosmelj, 2007):

f:l-ixj

i=] . (12)
Kjer je:

X - povpreéna vrednost

n - Stevilo vzorcev

X; - vrednosti 1-te meritve

Standardni odklon smo izracunali v skladu z naslednjo enacbo (Kosmelj, 2007):

s = 1/52
.. (13)

l n

. [—

s’ =— > (x, - %)’
n i=1

S - standardni odklon

. (14)
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4 REZULTATIZ RAZPRAVO

4.1 SKUPNE FENOLNE SPOJINE

Skupne fenolne spojine smo doloc¢ili po Gutfingerju (1981) z uporabo metode s Folin-
Ciocalteu reagentom. Toc¢na kemijska sestava reagenta ni znana, je pa sprejeto, da vsebuje
fosforvolframov in fosformolibdenov kompleks v vodni raztopini. Reagent v alkalnem
okolju oksidira fenolne spojine v ekstraktih, pri cemer nastane modro obarvana reducirana
oblika kompleksa, medtem ko je nereducirana rumene barve. Dolocitev nastale reducirane
oblike je spektrofotometricna pri valovni dolzini 765 nm. Izmerjena absorbanca je
premosorazmerna koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi (Magalhaes in sod.,
2008; Kosmerl in Kac, 2004).

Metoda je preprosta, obcutljiva in natan¢na. Veliko Stevilo substanc moti analizo, kar je
slabost metode. To so vec¢inoma ogljikovi hidrati, nekatere aminokisline, zveplov dioksid,
organske kisline, askorbinska kislina in drugi reducenti (Shahidi in Naczk, 2004).

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v ekstraktih koZic grozdnih jagod in listov vinske trte je
podana v preglednici 5. Vsebnost skupnih fenolnih spojin je izrazena kot masa galne
kisline v mg na L analiziranega ekstrakta.
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Preglednica 5: Vsebnost fenolnih spojin (y) v ekstraktih listov vinske trte, zbranih v maju (5), avgustu (8) in
septembru (9), koZic grozdnih jagod in listov rozmarina, izraZena v mg galne kisline na L ekstrakta, ter
vrednosti izmerjene absorbance (A47¢s).

SKUPINA VZOREC Al (765) Y4 (mg/L) Az (765) | V2 (mg/L) A3 (165 | V3 (mg/L) Y (mg/L)
lasin 5 0,429 | 20523,0 | 0,432 | 20681,8 | 0,441 | 21119,9 |20775+309
lasin 9 0,463 22143,8 0,466 | 222744 | 0,464 | 222230 22214 + 66
posip 5 0,426 | 20403,1 | 0,433 | 20705,7 | 0,419 | 20056,9 | 20389 +325
ekstrakti
listov posip 8 0,437 | 20896,2 | 0,431 | 20613,4 | 0,435 | 20801,0 | 20770+ 144
vinske trte
syrah 5 0,427 | 20414,6 | 0,430 | 20566,7 | 0,428 | 20486,8 | 20489 +76
syrah 8 0,583 | 27914,6 | 0,584 | 27936,4 | 0,584 | 27961,7 | 27938 £24
syrah 9 0,735 | 35144,7 | 0,737 | 35282,5 | 0,748 | 35773,4 | 35400+ 330
debit 0,382 1460,9 0,381 1456,5 0,376 1439,5 1452 £ 11
kujundzusa | 0,803 3841,3 0,804 3845,5 0,795 3804,1 3830+23
ekstrakti | zlatarica 0,471 2253,5 0,473 2263.5 0,474 | 22669 2261 +7
kozic
grozdnih
jagod 1156 0328 | 7858 | 0321 | 7677 |0324| 7743 776 +9
trnjak 0,821 7859,7 0,814 77942 0,816 7807,7 7821 £35
vranac 0,635 6080,0 0,632 6045,6 0,632 6045,7 6057 £ 20
ekstrakt
listov rozmarin 0,549 262,7 0,538 257,5 0,545 260,9 260+ 3
rozmarina
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Ce bi zeleli verodostojno primerjati vsebnost fenolnih spojin med listi in koZicami, bi bilo
potrebno vsebnost fenolnih spojin izraziti na masno enoto izhodnega materiala (listi ali
kozice). Ker pa smo v analizo dobili ze pripravljene ekstrakte, omenjene primerjave med
listi in koZicami ne moremo izvesti.

Koncentracijo skupnih fenolnih snovi smo dolocili tudi v metanolni raztopini ekstrakta iz
listov rozmarina Vivox 40. Raztopino smo pripravili tako, da smo v 25 mL bucko zatehtali
25 mg ekstrakta in dopolnili s 96 % metanolom. Tako je koncentracija skupnih fenolnih
spojin v ekstraktih listov rozmarina znaSala 260 mg/L.

4.1.1 Vpliv stopnje vegetacije na vsebnost fenolnih spojin v ekstraktih listov vinske

trte

V tem poglavju smo Zeleli spremljati vpliv stopnje vegetacije na vsebnost fenolnih spojin v
ekstraktih listov vinske trte. Rezultati doloCitve koncentracije skupnih fenolov v
metanolnih ekstraktih, ki smo jih dolocili s Folin-Ciocalteu metodo, so predstavljeni na
sliki 11.

Med vzorci zbranimi v mesecu maju ima najvisjo koncentracijo fenolnih spojin ekstrakt
sorte lasin 5 ((20775£309) mg/L), najnizjo pa sorte poSip S ((20389 £325) mg/L).
Povprecna koncentracija fenolnih spojin v ekstraktih listov zbranih v maju je 20550 mg/L.
Pri listih zbranih v mesecu avgustu je koncentracija fenolnih spojin v ekstraktu visja kot v
mesecu maju. Povprecje tega meseca znasa 24354 mg/L. Najvi§jo koncentracijo v avgustu
ima ekstrakt syrah 8. V septembru je koncentracija fenolnih spojin visja v primerjavi z listi,
zbranimi v maju in avgustu. Povprecna koncentracija fenolnih spojin v septembru je
28806 mg/L. Najvisjo koncentracijo v septembru ima ekstrakt syrah 9 in sicer
(35400 £ 330) mg/L.

Koncentracija fenolnih spojin z vegetacijo od maja do septembra narasc¢a. Najbolj opazna
je rast pri sorti syrah. V avgustu se koncentracija poviSsa za 36 % v primerjavi s
koncentracijo v maju. V septembru pa se koncentracija povisa Se za dodatnih 36 % v
primerjavi z majem. PoviSanje koncentracije fenolnih spojin v ekstraktih sort lasin in poSip
ni tako izrazito, a je vseeno opazen podoben trend naras¢anja z vegetacijo.

Fenolna sestava se lahko razlikuje med posameznimi fazami oz. stopnjami vegetacije, kar
lahko pripiSemo Stevilnim kemijskim in encimskim spremembam nekaterih fenolnih spojin
med fazami vegetacije (Doshi in sod., 2006).

Katalini¢ in sod. (2009) pa so primerjali ekstrakte listov vinske trte zbranih v mesecu maju
in septembru. Ugotovili so, da so ekstrakti listov obeh stopenj vegetacije bogat vir skupnih
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fenolnih spojin. V ekstraktih listov zbranih v septembru je bila koncentracija skupnih
fenolnih spojin za 30 % viSja kot v maju. V septembru se je povisala vsebnost skupnih
flavonoidov, predvsem katehinov, medtem ko je bila vsebnost neflavonoidov v vzorcih
obeh stopenj vegetacije skoraj enaka. Zakljucili so, da se v obdobju med razcvetom in do
konca zorenja fenolne spojine kopicijo, kar lahko sklepamo tudi iz analize nasih vzorcev,

saj smo opazili rast vsebnosti skupnih fenolnih spojin med posameznimi stopnjami
vegetacije.
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Slika 11: Koncentracija fenolnih spojin (mg/L) v ekstraktih listov vinske trte, zbranih v maju (5), avgustu (8)
in septembru (9)

4.1.2 Primerjava vsebnosti fenolnih spojin v ekstraktih koZic grozdnih jagod belih

in rdecih sort

V tem poglavju smo Zeleli vsebnost fenolnih spojin v ekstraktih koZic grozdnih jagod belih
sort primerjati z ekstrakti kozic rde€ih sort. Koncentracija fenolnih spojin v ekstraktih
kozic grozdnih jagod belih in rdecih sort je prikazana na sliki 12.

Med belimi sortami najbolj izstopa ekstrakt kozic sorte kujundzusa, ki ima za ve¢ kot
polovico visjo vsebnost fenolnih spojin ((3830 + 23) mg/L) kot ostale bele sorte. Sledita ji
sorti zlatarica ((2261 £ 7) mg/L) in debit ((1452 + 11) mg/L).

Koncentracija fenolnih spojin v ekstraktih rdecih sort je znatno vi§ja kot koncentracija v
ekstraktih belih, z izjemo sorte lasin (nizko-pigmentirana sorta), ki ima niZjo koncentracijo
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od belih sort, celo dvakrat nizjo od najSibkejSe bele sorte debit ((776 £9) mg/L). Ostali
rdeci sorti imata znatno vi§jo koncentracijo fenolnih spojin.

Najvisjo koncentracijo fenolnih spojin v ekstraktih ima rdeca sorta trnjak, ki je visoko
pigmentirana sorta ((7821 +£35) mg/L). Koli¢ina fenolnih spojin v ekstraktih kozZic
grozdnih jagod sorte trnjak je dvakrat viSja kot v najmocnejSi beli sorti Kujundzusa
((3830+£23) mg/L.) in desetkrat visja kot v nizko pigmentirani rde¢i sorti lasin
(776 £ 9) mg/L). Delez fenolnih spojin v rdecih sortah je pricakovano visok zaradi
vsebnosti antocianov, ki se med zorenjem grozdja akumulirajo v koZicah grozdnih jagod.

Znano je, da imajo tako genski zapis kot okoljski dejavniki pomembno vlogo pri fenolni
sestavi in hranilni vrednosti pridelkov. Yang in sod. (2009) so ugotovili, da je v sploSnem
vsebnost fenolnih spojin v rdecih kozicah moc¢no visja od vsebnosti v belih kozicah. Prav
tako pa pravijo, da vsebnost fenolnih spojin ni nujno odvisna od barve kozic grozdnih
jagod ampak predvsem od sortnih razlik. To se ujema tudi z nasimi rezultati, saj imajo v
povprecju rdece kozice visjo vsebnost fenolnih spojin (4885 mg/L) kot koZice belih sort
(2515 mg/L). Hkrati pa je vsebnost fenolnih spojin v rdecih kozicah sorte lasin nizja kot v
najSibkejsi beli sorti debit.

Na razlike med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin zagotovo vpliva naravni potencial
posamezne sorte. Poleg tega pa lahko tudi struktura celi¢ne stene vpliva na uéinkovitost
ekstrakcije in s tem vsebnost fenolnih spojin v ekstraktu (Pinelo in sod., 2006).
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Slika 12: Koncentracija fenolnih spojin (mg/L) v ekstraktih kozic grozdnih jagod belih sort (m) in
rdecih sort (m)
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42 ANTIOKSIDATIVNA UCINKOVITOST FENOLNIH SPOJIN

Antioksidativno ucinkovitost fenolnih spojin v ekstraktih listov vinske trte in kozicah
grozdnih jagod smo dolocili s Stirimi metodami: dolocCitev sposobnosti lovljenja prostega
DPPH- radikala, doloCitev sposobnosti lovljenja superoksidnega anionskega radikala,
beljenje B-karotena in analiza sposobnosti redukcije.

4.2.1 Metoda z radikalom DPPHe

Metoda temelji na reakciji med stabilnim prostim radikalom DPPHe in donorjem vodika.
Je ena najstarejSih in pogosto uporabljenih indirektnih metod za doloCanje antioksidativne
ucinkovitosti (Brand-Willams in sod., 1995). Antioksidativno ucinkovitost dolo¢enega
ekstrakta smo dolocili tako, da smo merili zniZanje absorbance DPPHe pri valovni dolZini
517 nm. Ko DPPH?- reagira z antioksidantom, ki je donor vodika, nastane reducirana oblika
DPPH. To opazimo kot spremembo barve iz vijolicne v rumeno. Znizanje absorbance
merimo spektrofotometri¢no in je proporcionalno antioksidativni ucinkovitosti fenolnih
spojin (Matthédus, 2002). Sposobnost preiskovanih ekstraktov za lovljenje radikala DPPHe
smo izrazili kot delez preostalega radikala DPPHe v reakcijski zmesi po 30 minutah
inkubacije.

Delez preostalega DPPHe smo izracunali v skladu z naslednjo zvezo:

Delet prevsialege DFPHe = 'j_.k;r' % 100% .(15)

Ay,517— absorbanca vzorca po 30 minutah inkubacije

Ays17— absorbanca kontrole

V preglednicah 6 in 7 so podane koncentracije fenolnih spojin preiskovanih ekstraktov v
reakcijski zmesi, pri kateri smo izmerili absorbanco A4y,s;7 in delez preostalega DPPHe po
30 minutah inkubacije.
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Preglednica 6: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju (5), avgustu (8)
in septembru (9), v reakcijski zmesi (yrm), vrednosti izmerjene absorbance (4,,) in delez preostalega DPPHe
po 30 minutah inkubacije

Delez
preostalega
SKUPINA |VZOREC yrm (Mg/L) Ay, (po 30 min) DPPH (%)
1,39 0,9544 82,7
. 2,77 0,7774 67,4
lasin 5
4,16 0,6427 55,7
5,54 0,5119 44,4
0,74 0,9629 85,7
. 2,22 0,7330 65,3
lasin 9
2,96 0,6405 57,0
3,70 0,5551 494
1,36 1,0264 93,2
” 3,40 0,6947 63,1
poSip 5
4,76 0,5355 48,6
6,80 0,3070 27,9
1,38 0,9731 83,1
ckstrakti ) 2,77 0,7836 66,9
listov posip 8
vinske trte 4,15 0,6358 54,3
5,54 0,5312 454
1,37 1,0069 84,5
syrah 5 2,73 0,8473 71,1
5,46 0,5584 46,8
6,83 0,3904 32,7
0,93 0,9441 86,8
syrah 8 1,86 0,8065 74,2
3,73 0,5874 54,0
4,66 0,5243 48,2
1,18 0,9351 80,6
syrah 9 2,36 0,7328 63,2
3,54 0,6257 54,0
4,13 0,4791 41,3
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Preglednica 7: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz koZic grozdnih jagod in listov roZmarina v
reakcijski zmesi (yrz), vrednosti izmerjene absorbance (4,,) in delez preostalega DPPH* po 30 minutah

inkubacije
Delez
preostalega
SKUPINA |VZOREC yrm (mg/L) Ay, (po 30 min) DPPH (%)
1,82 0,7834 71,8
2,42 0,7188 65,9
debit 3,03 0,6022 55,2
3,63 0,6010 55,1
4,24 0,4848 44 4
1,92 0,8213 71,4
kujundzusa 2,55 0,7506 65,3
3,83 0,5973 51,9
5,11 0,4611 40,1
1,51 0,8659 74,0
2,26 0,7532 64,4
zlatarica
ckstrakti 3,02 0,7234 61,8
kozic 4,52 0,4885 41,8
grozdnih 5.8 0,3738 32,0
jagod
2,59 0,8818 76,2
) 3,88 0,7500 64,8
lasin
5,17 0,6679 57,7
6,47 0,5641 48,7
2,09 0,7998 70,5
. 3,13 0,6735 59,4
trnjak
4,17 0,5653 49,9
5,21 0,5048 44,5
2,42 0,8204 72,4
4,04 0,6641 58,6
vranac
6,06 0,5151 45,4
7,07 0,3948 34,8
3,33 0,9419 81,0
ekstrakt | 6.67 0,7418 63.8
listov rozmarin
rozmarina 10,00 0,5106 439
13,33 0,3245 27,9
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Na sliki 13 je za primer za tri preiskovane vzorce (syrah 5, syrah 8, syrah 9) prikazana
odvisnost deleza preostalega DPPHe po 30 minutah inkubacije od koncentracije fenolnih
spojin v reakcijski zmesi.
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Slika 13: Delez DPPH- (%), ki je preostal v reakcijski zmesi po 30 minutah inkubacije v odvisnosti od
koncentracije fenolnih spojin (mg/L) v reakcijski zmesi, za tri ekstrakte iz listov vinske trte, zbrane v maju
(5), avgustu (8) in septembru (9)

Vsi analizirani ekstrakti so reagirali s prostim radikalom DPPHe. Iz preglednic 6 in 7 ter s
slike 13 je razvidno, da se delez preostalega DPPHe zmanjSuje z viSanjem koncentracije
fenolnih spojin. Del krivulje, kjer se delez preostalega DPPHe linearno zmanjsuje z
viSanjem koncentracije fenolnih spojin, lahko opiSemo z enacbo premice:

Delez preostalega DPPH = 100 % -ku g ...(16)

k pomeni naklon premice, ki smo ga dolo¢ili z linearno regresijsko analizo.
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Sposobnost lovljenja prostih radikalov smo podali kot koncentracijo fenolnih spojin, ki je
potrebna za 50 % zmanjSanje zacetne vsebnosti DPPHe (ECsp). ECsy smo izracunali s
pomocjo naklona premice:

ECsy ™ iﬁ (17)

T

O sposobnosti lovljenja prostega radikala DPPHe lahko sklepamo iz naklona premice.
Boljsa kot je antioksidativna ucinkovitost oz. sposobnost lovljenja, vecja je absolutna
vrednost naklona premice in s tem niZja vrednost £Csy. Vrednosti za naklon linearnega
dela krivulj in ECsy so podane v preglednici 8. Vrednosti ECsy so prikazane tudi na
sliki 14.

Preglednica 8: Nakloni linearnega dela krivulj (k) in koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske
trte, zbranih v maju (5), avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov roZzmarina, ki so
potrebne za 50 % zmanjSanje zacetne vsebnosti DPPHe (ECs)

SKUPINA VZOREC k (mg/L)* ECs (mg/L)
lasin 5 -10,5+0,3 4,8+0,1
lasin 9 -14,4+0,5 3,5+0,1
posip 5 -10,6 £ 0,4 4,7+0,2

ekstrakti listov vinske trte | poSip 8 -10,6 + 0,4 4,7+£0,2
syrah 5 -9,9+0,2 5,1+£0,1

syrah 8 -11,8+0,5 42+0,2

syrah 9 -14,1+0,5 3,5+0,1

debit -13,5+0,5 3,7+0,1

kujundzusa -12,4+0,5 40+0,2

ekstrakti koZic grozdnih | Zlatarica —13,2+0,5 3,8+0,1

jagod lasin ~83+0,2 6,0 £0,1

trnjak -11,7+0,6 43+0,2

vranac -9,4+0,3 5,3+0,2

ekstrakt listov roZmarina |rozmarin =5,5+0,1 9,1+0,2

Najnizjo vrednost ECso in s tem najboljSo sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe
med zbranimi ekstrakti imajo fenolne spojine iz listov lasin 9 ((3,5 = 0,1) mg/L) in syrah 9
((3,5 £ 0,1) mg/L). Najvisjo vrednost ECsy ima syrah 5 ((5,1 = 0,1) mg/L), kar pomeni, da
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so fenolne spojine v tem ekstraktu najmanj ucinkovite v lovljenju prostega DPPHe
radikala.

Med ekstrakti kozic grozdnih jagod so najboljSo sposobnost lovljenja prostega radikala
DPPHe pokazale fenolne spojine bele sorte debit, saj je vrednost ECsy znaSala
(3,7+0,1) mg/L. Najslabso sposobnost pa je pokazala rdeca sorta lasin, kjer je za enak
ucinek potrebna znatno visja koncentracija fenolnih spojin ((6,0 + 0,1) mg/L).

ECsq(mg/L)
[¥a]

Slika 14: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov listov vinske trte (=,m,m), zbranih v maju (5), avgustu (8)
in septembru (9), kozic grozdnih jagod (m- bele sorte, m- rdece sorte) in listov rozmarina (m), ki so potrebne
za 50 % zmanjSanje zaCetne vsebnosti DPPHe (ECs)

4.2.1.1 Vpliv stopnje vegetacije listov vinske trte na sposobnost lovljenja prostega radikala
DPPH-

Zeleli smo preveriti, ali stopnja vegetacije vpliva na antioksidativno uginkovitost fenolnih
spojin v ekstraktih listov vinske trte. Zato smo spremljali, kako se s stopnjo vegetacije
spreminja vrednost za koncentracijo fenolnih spojin v ekstraktih listov vinske trte, ki so
potrebne za 50 % zmanjSanje zacetne vsebnosti DPPHe.
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Kot je razvidno s slike 14, sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe ekstraktov listov
vinske trte s stopnjo vegetacije narasc¢a. Najnizjo vrednost ECsy in s tem najboljSo
sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe med vzorci, zbranimi v mesecu maju, ima
posip 5 ((4,7+£0,2) mg/L), sledi mu lasin 5 ((4,8+0,1) mg/L) in nato syrah 5
((5,1 £0,1) mg/L). Povpre¢na vrednost ECsy za mesec maj znaSa 4,9 mg/L. Vzorci, zbrani
v mesecu avgustu, so pokazali boljSo sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe, saj
povprecna vrednost ECsy znaSa 4,5 mg/L. Za sorto syrah se v mesecu avgustu ECs
vrednost zniza na (4,2 = 0,2) mg/L. V septembru se vrednost ECsy Se dodatno zniza in
znasa (3,5+0,1) mg/L, iz Cesar je razvidno, da je z naraSanjem stopnje vegetacije
potrebna vedno manjSa koncentracija fenolnih spojin za 50 % zmanjSanje zacetnega deleza
DPPH?e. Sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe narasc¢a tudi pri sorti lasin, saj je v
mesecu septembru vrednost ECsy ((3,5 +0,1) mg/L) nizja kot v maju. Pri sorti poSip ni
opazne spremembe sposobnosti lovljenja prostega radikala DPPHe, saj sta vrednosti ECsg v
mesecu maju in avgustu enaki ((4,7 = 0,2) mg/L). Za ekstrakte listov zbranih v septembru
znasa povprecna vrednost £Csy 3,5 mg/L.

Katalini¢ in sod. (2009) so v svoji raziskavi preverili sposobnost lovljenja prostega
radikala DPPH- v ekstraktih listov vinske trte. Ugotovili so, da so ekstrakti listov sposobni
hitro in uc¢inkovito reagirati s prostim DPPHe radikalom in da so listi, zbrani v mesecu
septembru, bolj u¢inkoviti pri lovljenju prostih radikalov kot listi, zbrani v mesecu maju.

4.2.1.2 Primerjava sposobnosti lovljenja prostega radikala DPPHe med fenolnimi
spojinami v ekstraktih kozic grozdnih jagod belih in rdecih sort

Ker nas je zanimalo, ali obstaja razlika med antioksidativno uc¢inkovitostjo fenolnih spojin
v ekstraktih kozic grozdnih jagod belih in rdecih sort, smo za posamezne ekstrakte
primerjali vrednosti ECs (slika 14).

Boljso sposobnost lovljenja prostega DPPHe radikala imajo ekstrakti kozic grozdnih jagod
belih sort, saj je njihova vrednost ECsy v povprecju nizja in znasa 3,8 mg/L, medtem ko je
povprecna vrednost za rdeCe sorte 5,2 mg/L.

Med ekstrakti kozic belih sort ima najboljSo sposobnost lovljenja DPPHe sorta debit, saj
ima najnizjo vrednost ECsy ((3,7+0,1) mg/L). Sledita ji zlatarica ((3,8 +0,1) mg/L) in
kujundzusa ((4,0 £0,2) mg/L). Med rde¢imi sortami ima najboljSo sposobnost lovljenja
DPPHe ckstrakt sorte trnjak z najnizjo vrednostjo ECso ((4,3 =0,2) mg/L). Sledita mu
ekstrakta sort vranac ((5,3 £ 0,2) mg/L) in lasin ((6,0 = 0,1) mg/L).

Katalini¢ in sod. (2010) so v svoji raziskavi preverili sposobnost lovljenja prostega
radikala DPPHe v ekstraktih kozic grozdnih jagod razli¢nih sort. Med seboj so primerjali
povprecne vrednosti ECsy belih in rdecih sort. Ugotovili so, da ni statisti¢nih razlik med
povprecno ECso rdecih in belih sort. Razlike v posamezni sortni skupini pa pripisujejo
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razlicni fenolni sestavi posamezne sorte. Prav tako so mnenja, da kljub vecji vsebnosti
antocianinov v kozicah rdeCega grozdja, le-te ne vplivajo na vrednost £ECs, kar kaze na
njihovo slabSo sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe.

4.2.1.3 Primerjava sposobnosti lovljenja prostega radikala DPPHe med fenolnimi
spojinami v ekstraktih iz kozic grozdnih jagod, listov vinske trte in listov
rozmarina

Zanimalo nas je, ali obstaja razlika v sposobnosti lovljenja prostega radikala DPPHe med
fenolnimi spojinami v ekstraktih iz kozic grozdnih jagod, listov vinske trte in roZmarina.
Zato smo za posamezne ekstrakte primerjali koncentracije fenolnih spojin, ki so potrebne
za 50 % zmanjSanje zacCetnega deleza DPPHe (slika 14).

Primerjavo med ekstrakti listov in koZic smo opravili na primeru sorte lasin in ugotovili, da
so boljSo sposobnost lovljenja prostega radikala pokazali listi vinske trte, saj je vrednost
ECsy za vzorec listov sorte lasin, zbrane v septembru, znasSala (3,5 = 0,1) mg/L. Medtem ko
je bila za enak ucinek potrebna skoraj dvakratna koncentracija fenolnih spojin ekstrakta
kozic grozdnih jagod iste sorte ((6,0 = 0,1) mg/L).

Fenolne spojine v ekstraktu iz listov rozmarina so pokazale najslabSo sposobnost v
primerjavi z ostalimi preiskovanimi vzorci, saj je vrednost ECs znaSala (9,1 = 0,2) mg/L.
Lahko sklepamo, da so fenolne spojine, ki se nahajajo v vzorcih listov vinske trte in kozic
grozdnih jagod, uinkovitejSe pri lovljenju prostega DPPH* radikala kot fenolne spojine v
rozmarinovem ekstraktu.

4.2.2 Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala

Superoksidni anionski radikal (O,") je reducirana oblika molekularnega kisika. Nastaja pri
mnogih presnovnih procesih, lahko pa nastane tudi kot posledica aktivacije kisika s
sevanjem (Magalhaes in sod., 2008). Je prekurzor za nastanek aktivnih prostih radikalov,
ki lahko reagirajo z bioloSkimi makromolekulami in s tem povzrocajo poskodbe tkiv
(Halliwell in Gutteridge, 1984). Pri metodi, ki smo jo izvedli, nastaja O, radikal v reakciji
med fenazin metasulfatom (PMS) in nikotinamidadenindinukleotidom (NADH). Nastali
O," reducira nitrotetrazol modro (NBT) do formazana, kar smo merili spektrofotometri¢no
pri absorbanci 560 nm po 5 minutah inkubacije pri sobni temperaturi. Vrednosti izmerjenih
absorbanc so podane v preglednici 9.
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Preglednica 9: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju (5), avgustu (8)
in septembru (9), koZic grozdnih jagod in listov rozmarina v reakcijski zmesi (yrz) in vrednosti izmerjene
absorbance (4s¢)

SKUPINA | VZOREC yrm (mg/L) A1 (560) A5 (560) s
0 0,3163 0,2560 0,29 + 0,03
1,04 0,2572 0,1888 0,22 £ 0,03
. 2,08 0,1971 0,1458 0,17 £0,03
lasin 5
3,12 0,1676 0,1186 0,14 + 0,02
4,16 0,1359 0,1083 0,12 +£0,01
5,19 0,1215 0,1110 0,12+ 0,01
0 0,2624 0,3007 0,28 £ 0,02
0,56 0,2445 0,2582 0,25+ 0,01
. 1,11 0,1742 0,2346 0,20 £ 0,03
lasin 9
2,22 0,1323 0,1361 0,13 +0,01
333 0,1164 0,1365 0,13+ 0,01
4,44 0,1234 0,1466 0,14+ 0,01
0 0,2552 0,2491 0,25 +£0,01
1,02 0,1722 0,1761 0,17 +0,01
ckstrakti | 2.04 0.1331 0,1287 | 0.13+0,01
listov posip 5
vinske trte 3,06 0,1123 0,1108 0,11+0,01
4,08 0,1016 0,1023 0,10+ 0,01
5,10 0,1027 0,1021 0,10+ 0,01
0 0,3026 0,3018 0,30 + 0,01
1,04 0,2348 0,2446 0,24+ 0,01
. 2,08 0,2298 0,2217 0,23 + 0,01
posip 8
3,12 0,1823 0,1793 0,18+ 0,01
4,15 0,1532 0,1363 0,14+ 0,01
5,19 0,1496 0,1365 0,14 + 0,01
0 0,2933 0,2624 0,28 + 0,02
1,02 0,2025 0,1799 0,19 +£0,01
2,05 0,1615 0,1480 0,15+0,01
syrah 5
3,07 0,1332 0,1157 0,12 +£0,01
4,10 0,1345 0,1239 0,13 +£0,01
5,12 0,1197 0,1140 0,12 +£0,01

»se nadaljuje«
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nadaljevanje preglednice 9: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju (5),
avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina v reakcijski zmesi (yrz) in vrednosti
izmerjene absorbance ﬁgﬂ)

SKUPINA | VZOREC YRM (mg/L) A] (560) A2 (560) E:‘H
0 0,2901 0,2738 0,28 £ 0,01
1,40 0,1940 0,1857 0,19+ 0,01
2,79 0,1569 0,1284 0,14 +£ 0,01
syrah 8
4,19 0,1144 0,1136 0,11 +0,01
5,59 0,1171 0,1002 0,11 +0,01
ckstrakti 6,98 01114 | 01024 | 011001
listov
vinske trte 0 0,3314 0,2983 0,31 +£0,02
0,89 0,2666 0,2629 0,26 £ 0,01
1,77 0,1988 0,1788 0,19+ 0,01
syrah 9
3,54 0,1707 0,1422 0,16 £ 0,01
5,31 0,1329 0,1196 0,13+ 0,01
7,08 0,1065 0,1056 0,11+0,01
0 0,4123 0,3956 0,40 + 0,01
0,91 0,3739 0,3468 0,36 £ 0,01
debit 1,82 0,3537 0,3292 0,34+ 0,01
2,72 0,2691 0,2768 0,27 £ 0,01
3,63 0,2621 0,2632 0,26 + 0,01
4,54 0,2386 0,2362 0,24 + 0,01
0 0,4239 0,4503 0,44 + 0,01
ckstrakti 1,92 0,3921 0,3914 0,39+ 0,01
kozic Kuiundsus 3,83 0,3150 0,2968 0,31 +£0,01
rozdnih ujundzusa
&r 5,75 0,2445 0,2819 0,26 + 0,02
jagod
7,66 0,2376 0,2328 0,24 + 0,01
9,58 0,1973 0,2114 0,20+ 0,01
0 0,4140 0,4071 0,41 £0,01
1,13 0,3858 0,3921 0,39+ 0,01
. 2,26 0,3212 0,3238 0,32+ 0,01
zlatarica
3,39 0,2893 0,2909 0,29 + 0,01
4,52 0,2684 0,2529 0,26 £ 0,01
5,65 0,2459 0,2320 0,24 + 0,01

»se nadaljuje«
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nadaljevanje preglednice 9: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju (5),
avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina v reakcijski zmesi (yrz) in vrednosti
izmerjene absorbance ﬁgﬂ)

SKUPINA | VZOREC YRM (mg/L) A] (560) A2 (560) E:‘H
0 0,4358 0,3952 0,42 + 0,02
0,78 0,3768 0,3311 0,35+ 0,02
i 1,55 0,3224 0,3097 0,32+ 0,01
lasin
2,33 0,3017 0,2737 0,29 + 0,01
3,10 0,2825 0,2656 0,27 +0,01
3,88 0,2631 0,2517 0,26+ 0,01
0 0,3884 0,3749 0,38+ 0,01
ekstrakti 1,96 0,3145 0,2603 0,29 + 0,03
kozic - 3,91 0,1825 0,1685 0,18 £ 0,01
dnih | f2

groz 5,87 0,1459 0,1316 0,14+ 0,01

jagod
7.82 0,1236 0,1168 0,12+ 0,01
9,78 0,1008 0,1033 0,10+ 0,01
0 0,3844 0,3401 0,36+ 0,01
1,51 03179 0,3007 031+0,01
3,03 0,2326 0,2324 0,23 +0,01

vranac
4,54 0,1981 0,1725 0,19+ 0,01
6,06 0,1380 0,1463 0,14+ 0,01
7,57 0,1230 0,1346 0,13+ 0,01
0 0,6467 0,6210 0,63+ 0,01
3,25 0,4884 0,4835 0,49 + 0,01
ekstrakt 6,51 0,4436 0,4550 0,45+ 0,01
listov | roZmarin 13,02 0,3387 0,3306 0,33 +£0,01
rozmarina

19,53 0,1628 0,1561 0,16+ 0,01
26,03 0,1117 0,0588 0,09 + 0,03
32,54 0,0866 0,0643 0,08 + 0,01

Pri tej metodi antioksidanti v vzorcu tekmujejo z NBT za O,  radikal. Bolj kot je
antioksidant ué¢inkovit, ve¢ O, radikala bo pretvoril v neaktivno obliko, posledi¢no pa se
bo reduciralo manj NBT in zato bo vrednost absorbance pri 560 nm nizja. ZniZanje
absorbance je sorazmerno sposobnosti antioksidanta za lovljenje O," radikala.
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Sposobnost antioksidantov za lovljenje O, radikala (SASA) smo izracunali s pomocjo
enacbe:

SASAw %ﬁﬁ % J00 % .(18)

A, ,560— absorbanca vzorca
Ayseo— absorbanca kontrole

V preglednici 10 so podane vrednosti SASA =za preiskovane vzorce pri doloceni
koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi.

Preglednica 10: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju (5), avgustu (8)
in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina v reakcijski zmesi (yrz) in sposobnost lovljenja
superoksidnega anionskega radikala (SASA)

SKUPINA | vZOREC e (mg/L) | SASA, (%) | SASA, (%) | EAEaA (%)
1,04 18,7 26,2 22+4
2,08 37,7 43,1 40 + 3
lasin 5 3,12 47,0 53,7 50+3
4,16 57,0 57,7 57+1
5,19 61,6 56,7 5942
0,56 6,8 14,2 10 + 4
1,11 33,6 22,0 28+ 6
lasin 9 2,22 49.6 45,4 47+2
3,33 55,6 54,6 55+ 1
chstrake 4,44 53,0 51,2 5241
1stov
vinske trte 1,02 32,5 293 31+£2
2,04 47,9 48,3 48 + 1
posip 5 3,06 56,0 55,5 56+ 1
4,08 60,2 58,9 60 + 1
5,10 59,8 59,0 59+ 1
1,04 22,4 18,9 2142
2,08 24,1 26,5 25+ 1
posip 8 3,12 39,7 40,6 40 + 1
4,15 49.4 54,8 52+3
5,19 50,6 54,8 5342

»se nadaljuje«



40

Vracar N. Antioksidativna uc¢inkovitost fenolnih spojin v koZicah grozdnih jagod in listih vinske trte.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2011

nadaljevanje preglednice 10: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju
(5), avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina v reakcijski zmesi (ygz) in

sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala (SASA)

SKUPINA | yZOREC yem(mg/L) | SASA, (%) | SASA,(%) | FATA (%)

1,02 30,9 31,5 31+1

2,05 44,9 43,6 44+ 1

syrah 5 3,07 54,6 55,9 55+ 1

4,10 54,1 52,8 53+1

5,12 59,2 56,6 58+ 1

1,40 33,1 32,2 3341

ekstrakti 2,79 45,9 53,1 50+4

listov | syrah 8 4,19 60,6 58,5 60+ 1

vinske trte

5,59 59,6 63,4 62+2

6,98 61,6 62,6 62+ 1

0,89 19,6 11,9 16+ 4

1,77 40,0 40,1 40 + 1

syrah 9 3,54 48,5 52,3 50+2

531 59,9 59,9 60 + 1

7,08 67,9 64,6 66 + 2

0,91 9,3 12,3 112

1,82 14,2 16,8 15+1

debit 2,72 34,7 30,0 3242

3,63 36,4 33,5 35+ 1

4,54 42,1 40,3 41+ 1

1,92 7,5 13,1 10+3

ekstrakti 3,83 25,7 34,1 30+ 4

Koze | ujundzusa 5,75 423 37,4 40 +2
grozdnih ) > )

Jagod 7,66 43,9 48,3 46 +2

9,58 53,5 53,0 53+1

1,13 3,7 6,8 5+£2

2,26 20,5 224 21+1

zlatarica 3,39 28,5 30,1 29+ 1

4,52 37,9 35,2 3741

5,65 43,0 40,6 42+1

»se nadaljuje«
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nadaljevanje preglednice 10: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov iz listov vinske trte, zbranih v maju
(5), avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina v reakcijski zmesi (ygz) in
sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala (SASA)

SKUPINA | yZOREC yem(mg/L) | SASA, (%) | SASA,(%) | FATA (%)

0,78 13,5 16,2 15+1

1,55 26,0 21,7 24+2

lasin 2,33 30,8 30,7 31+1

3,10 35,2 32,8 341

3,38 39,6 36,3 3842

1,96 19,0 30,6 2546

ekstrakti 3,91 53,0 55,1 5441

kozic | ypjak 5,87 62,4 64,9 64+ 1
grozdnih ’ > >

jagod 7,82 68,2 68,9 69+ 1

9,78 74,0 72,5 73+1

1,51 17,3 11,6 14+3

3,03 39,5 31,7 36+4

vranac 4,54 48,5 493 49+1

6,06 64,1 57,0 61 +4

7,57 68.0 60,4 64 £ 4

3,25 24,5 22,1 23+1

6,51 31,4 26,7 2942

ckstrakt | 13,02 47,6 46,8 47+ 1

listov rozmarin

rozmarina 19,53 74,8 74,9 75+ 1

26,03 82,7 90,5 87 +£4

32,54 86,6 89,6 88 +2

Pri vseh preiskovanih ekstraktih vrednost SASA narasca s koncentracijo fenolnih spojin v
reakcijski zmesi. Kot primer je na sliki 15 za tri preiskovane vzorce (lasin 5, lasin 9, lasin)
prikazana odvisnost SASA od koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi. Vidimo, da
SASA nelinearno naras¢a s koncentracijo fenolnih spojin. Da bi bolj nazorno predstavili
primerjavo sposobnosti preiskovanih vzorcev za lovljenje O, radikalov, smo s pomo¢jo
nelinearne regresijske analize dolocili parametre krivulje, ki opisuje koncentracijsko
odvisnost SASA. Iz parametrov krivulje smo za preiskovane ekstrakte izraCunali vrednosti
SASA pri koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi 3 mg/L.



42

Vracar N. Antioksidativna uc¢inkovitost fenolnih spojin v koZicah grozdnih jagod in listih vinske trte.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

B0
60
g
% 40 lasin 5
<L
v lasin9
—h—lasin
20
CI
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Vez(mg/L)

Slika 15: Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala (SASA) v odvisnosti od koncentracije
fenolnih spojin v reakcijski zmesi za dva ekstrakta listov vinske trte, zbrane v maju (5) in septembru (9), in
ekstrakt kozice grozdnih jagod

Na sliki 16 so prikazane vrednosti SASA za ekstrakte listov vinske trte, kozic grozdnih
jagod in listov rozmarina pri koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi 3 mg/L.
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Slika 16: Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala (SASA) za ekstrakte listov vinske trte
(=,m,m), zbrane v maju (5), avgustu (8) in septembru (9), koZic grozdnih jagod (m- bele sorte, m- rdece sorte)
in listov rozmarina (m), pri koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi 3 mg/L

4.2.2.1 Vpliv stopnje vegetacije listov vinske trte na sposobnost lovljenja superoksidnega
anionskega radikala

Vpliv stopnje vegetacije listov vinske trte na sposobnost fenolnih spojin v ekstraktih za
lovljenje superoksidnega anionskega radikala smo dolocili tako, da smo primerjali
vrednosti SASA za ekstrakte listov vinske trte, pri koncentraciji fenolnih spojin v
reakcijski zmesi 3 mg/L, kot je prikazano na sliki 16.

Najboljo sposobnost lovljenja O,  radikala med ekstrakti listov, ki so bili zbrani v mesecu
maju, ima posip 5 ((54 £ 3) %), sledi mu syrah 5 ((52 £ 3) %) in nato lasin 5 ((45 £ 3) %).

Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala s stopnjo vegetacije pada pri
sorti poSip. Pri sorti syrah je sicer nakazan trend padanja, vendar ostajajo vrednosti SASA
v okviru napake skozi celotno vegetacijsko obdobje nespremenjene. Podobno pri sorti lasin
z obdobjem vegetacije vrednosti SASA sicer nekoliko narastejo, vendar se med seboj v
okviru napake ne razlikujejo. Povpre¢na vrednost SASA za mesec maj znasa 50 %. V
mesecu avgustu je povpreéna sposobnost lovljenja O," radikala 45 %. V septembru
povprecna vrednost SASA znaSa 46 %. Ker so se vrednosti SASA spreminjale z vegetacijo
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v okviru napake, ne moremo z gotovostjo trditi, da se sposobnost lovljenja superoksidnega
anionskega radikala z vegetacijo spreminja.

4.2.2.2 Primerjava sposobnosti lovljenja superoksidnega anionskega radikala med
kozicami grozdnih jagod belih in rdecih sort

V tem poglavju nas je zanimalo, ali obstaja razlika med antioksidativno ucinkovitostjo
fenolnih spojin v ekstraktih kozic grozdnih jagod belih in rdecih sort, zato smo primerjali
vrednosti SASA pri koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi 3 mg/L (slika 16).

BoljSo sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala so pokazale fenolne
spojine iz kozic grozdnih jagod rdecih sort, saj je njihova vrednost SASA v povprecju visja
in znasa 35 %, medtem ko je povpre¢na vrednost za bele sorte 26 %.

Med belimi sortami imajo najbolj$o sposobnost lovljenja O,  radikala fenolne spojine
sorte debit ((31 £+ 2) %), sledi zlatarica ((24 = 2) %) in nato kujundzusa ((22 £+ 2) %). Med
rde¢imi sortami imajo najboljSo sposobnost lovljenja O, radikala fenolne spojine sorte
trnjak z vrednostjo SASA (40 £5) %. Sledita sorti vranac ((34+3)%) in lasin
((32£1) %).

4.2.2.3 Primerjava sposobnosti lovljenja superoksidnega anionskega radikala med
kozicami grozdnih jagod, listi vinske trte in rozmarinom

V tem poglavju nas je zanimalo, ali obstaja razlika v sposobnosti lovljenja superoksidnega
anionskega radikala med fenolnimi spojinami v ekstraktih iz kozic grozdnih jagod in listov
vinske trte ter rozmarina (slika 16).

Primerjava med ucinkovitostjo fenolnih spojin v ekstraktih listov in kozic na primeru sorte
lasin pokaze, da je vrednost SASA za ekstrakt listov, zbranih v septembru, znaSala
(49 £5) %, medtem ko je za ekstrakt kozic grozdnih jagod iste sorte vrednost SASA
znaSala manj ((32+1) %). V splosnem lahko recemo, da so v primerjavi s fenolnimi
spojinami v ekstraktih iz grozdnih kozic, boljSo antioksidativno ucinkovitost pokazale
fenolne spojine v ekstraktih iz listov vinske trte. V povprecju znasa vrednost SASA za
fenolne spojine v ekstraktih iz listov 48 % in za ekstrakte iz kozic 31 %. Antioksidativna
ucinkovitost listov rozmarina je najslabsa, saj je vrednost SASA znasala le (19 + 3) %. 1z
tega lahko sklepamo, da so fenolne spojine v ekstraktih listov vinske trte in kozic grozdnih
jagod bolj ucinkoviti antioksidanti pri lovljenju superoksidnega anionskega radikala kot
fenolne spojine v rozmarinovem ekstraktu.
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4.2.3 Beljenje p-karotena

Metoda temelji na reakciji f-karotena s prostimi radikali, ki nastajajo pri avtooksidaciji
linolne kisline v vodnih emulzijah. To opazimo kot razbarvanje oz. beljenje B-karotena.
Prisotnost dodanih antioksidantov, ki tekmujejo z B-karotenom, zavira beljenje -karotena,
saj dodani antioksidanti nevtralizirajo proste radikale, ki nastajajo v sistemu. V sistemu
brez dodanega antioksidanta se absorbanca hitro zmanjSa, medtem ko v prisotnosti
dodanega antioksidanta sistem obdrzi svojo barvo daljsi ¢as in se absorbanca ne zniza v
tolikSni meri (Barros in sod., 2007). Beljenje p-karotena smo spremljali
spektrofotometri¢no v odvisnosti od ¢asa inkubacije pri temperaturi 50 °C. Absorbanco
smo merili pri valovni dolzini 470 nm. Koncentracija fenolnih spojin v emulziji je znasala
0,05 mg/L. Vrednosti izmerjenih absorbanc pri dolo¢enem casu inkubacije so podane v
preglednici 11.

Preglednica 11: Vrednosti izmerjenih absorbanc (4470) v emulziji za ekstrakte iz listov vinske trte, zbrane v
maju (5), avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina pri razlicnih ¢asih (#)

SKUPINA | VZOREC T A\ @470) Aj @10,
0 0,5155 0,6032
. 40 0,5124 0,5603
lasin 5
80 0,4536 0,5068
120 0,3994 0,4585
0 0,5217 0,5850
. 40 0,5214 0,5478
lasin 9
80 0,4651 0,4842
120 0,4131 0,4366
0 0,5189 0,6072
ekstrakti | 40 04946 | 0,5290
listov posip 5
vinske trte 80 0,4079 0,4310
120 0,3209 0,3591
0 0,5194 0,6061
.. 40 0,5031 0,5507
posip 8
80 0,4190 0,4755
120 0,3470 0,4115
0 0,5158 0,6091
40 0,4888 0,5395
syrah 5
80 0,3797 0,4442
120 0,2856 0,3566

»se nadaljuje«
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nadaljevanje preglednice 11: Vrednosti izmerjenih absorbanc (447) v emulziji za ekstrakte iz listov vinske
trte, zbrane v maju (5), avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod in listov rozmarina pri razli¢nih

Casih (7)
SKUPINA VZOREC T Al (470) A2 (470)
0 0,5224 0,6046
syrah 8 40 0,4935 0,5510
80 0,4136 0,4852
ekstrakti 120 | 03451 | 04180
listov
vinske trte 0 0,5219 0,5872
syrah 9 40 0,5216 0,5484
80 0,4850 0,4921
120 0,4394 0,4405
0 0,4950 0,5667
debit 40 0,4856 0,5471
80 0,4549 0,5080
120 0,4181 0,4732
0 0,5508 0,5651
C e 40 0,5136 0,5422
kujundzusa
80 0,4523 0,4982
120 0,3882 0,4650
ckstrakti 0 0,5324 0,5868
kozic . 40 0,5069 0,5494
dnih zlatarica
groz 80 0,4658 0,5005
jagod
120 0,4233 0,4588
0 0,5270 0,5865
. 40 0,5268 0,5738
trnjak
80 0,5267 0,5449
120 0,5024 0,5154
0 0,5330 0,5794
40 0,5272 0,5610
vranac
80 0,4976 0,5328
120 0,4537 0,5006
0 0,5189 0,5740
ckstrakt | 40 05186 | 0,5626
listov rozmarin
rozmarina 80 0,5184 0,5508
120 0,5184 0,5385
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Dolocili smo tudi hitrost razpada [-karotena v kontrolnih vzorcih (brez dodanega
antioksidanta) v primerjavi z vzorci, ki so vsebovali preiskovani ekstrakt. Antioksidativno
ucinkovitost preiskovanih metanolnih ekstraktov v emulziji linolne kisline, ki je vidna kot
zaviranje bledenja oranzne barve B-karotena, smo izrazili kot koeficient antioksidativne
ucinkovitosti (Caa), ki smo ga izracunali po enacbi:

:l AT - a AL
Caam (1 — SpI=Euy 10904 .(19)
Ay = A
AOVZ470 — absorbanca vzorca ob ¢asu =0
A',,470 — absorbanca vzorca ob ¢asu ¢ = x

A0k47of absorbanca kontrole ob ¢asu =10

t v
A'va70— absorbanca kontrole ob ¢asu f =x

Na slikah 17 in 18 smo za preiskovane vzorce spremljali koeficiente antioksidativne
ucinkovitosti v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Pri vseh preiskovanih vzorcih opazimo
padanje antioksidativne ucinkovitosti s ¢asom, z izjemo rozmarina, ki ima komaj opazen
padec antioksidativne ucinkovitosti s casom. Padanje antioksidativne uc¢inkovitosti s Casom
smo med eksperimentom opazili kot bledenje oranzne barve B-karotena.

110
100
90 _
lasin5
lasing
e B0
R —8—posdip5
=4
g 70 —d— p0sip 8
—#—syrah 5
&l —®—syrah 8
——syrah 9
50
40
U 20 40 60 80 100 120 140
t {min)

Slika 17: Koeficient antioksidativne uc¢inkovitosti (Caa) ekstraktov listov vinske trte, zbranih v maju (5),
avgustu (8) in septembru (9), v emulziji v odvisnosti od ¢asa inkubacije (7)
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Slika 18: Koeficient antioksidativne ucinkovitosti (Ca) ekstraktov kozic grozdnih jagod (m- bele sorte,
m- rdeCe sorte) in listov rozmarina (m) v emulziji v odvisnosti od ¢asa inkubacije (7)

Vrednosti koeficientov antioksidativne ucinkovitosti (Caa) preiskovanih vzorcev po
120 min inkubacije pri temperaturi 50°C so prikazane v preglednici 12 in graficno na
sliki 20.

Preglednica 12: Vrednosti koeficientov antioksidativne ucinkovitosti (Can) ekstraktov iz listov vinske trte,
zbranih v maju (5), avgustu (8) in septembru (9), koZic grozdnih jagod in listov rozmarina v emulziji po 120
minutah inkubacije pri koncentraciji fenolnih spojin 1,04 mg/L

SKUPINA VZOREC Cani(®) | Cana () | Taa(%)
lasin 5 75,1 70,4 73+£2

lasin 9 76,7 69,6 73+ 4

posip 5 57,6 492 53+ 4

ekstrakti listov vinske ..

trte posip 8 63.1 60.2 62+ 1

syrah 5 50,7 48,3 50+ 1

syrah 8 62,0 61,8 62+1

syrah 9 82,3 70,0 76 + 6

debit 83,5 80,9 82+ 1

kujundzusa 65,2 79,5 72+7

ekstrakti kozic grozdnih latarica

jagod 76,7 73.8 75+ 1

trnjak 94,7 85,4 90 +5

vranac 83,0 83,9 83+1

ekstrakt listov rozmarina | rozmarin 99.9 92,7 96 + 4
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Slika 19: Vrednosti koeficientov antioksidativne uéinkovitosti (Cxa) za ekstrakte listov vinske trte (=,m,m),
zbrane v maju (5), avgustu (8) in septembru (9), kozic grozdnih jagod (m- bele sorte, m- rdece sorte) in listov
rozmarina (m), v emulziji po 120 minutah inkubacije pri koncentraciji fenolnih spojin 0,05 mg/L

4.2.3.1 Vpliv stopnje vegetacije listov vinske trte na antioksidativno uc¢inkovitost ekstrakta
v emulziji linolne kisline v vodi

Vpliv stopnje vegetacije listov vinske trte na antioksidativno ucinkovitost ekstrakta v
emulziji, smo spremljali s primerjavo vrednosti Caa preiskovanih ekstraktov po 120 min
inkubacije pri koncentraciji fenolnih spojin 0,05 mg/L (preglednica 12 in slika 19).

Vsi preiskovani ekstrakti listov vinske trte ucinkovito zavirajo oksidacijo linolne kisline v
emulziji. Med vzorci, zbranimi v mesecu maju, imajo najboljSo antioksidativno
ucinkovitost fenolne spojine v ekstraktu sorte lasin 5 ((73 £2) %), sledi mu syrah 5
((53 £ 4) %) in nato poSip 5 ((50 = 1) %). Povprecna vrednost antioksidativne uc¢inkovitosti
za mesec maj znaSa 59 %. Antioksidativna ucinkovitost s stopnjo vegetacije narasca pri
sortah poSip in syrah, pri sorti lasin pa ostaja nespremenjena v okviru eksperimentalne
napake. V mesecu avgustu se vrednost Caa v primerjavi z mesecem majem zvisa na
(62 £ 1) % in je enaka za oba preiskovana ekstrakta (poSip in syrah). V mesecu septembru
pa se koeficient antioksidativne ucinkovitosti pri sorti syrah Se dodatno zvisa na (76 +
6) %, povprecje tega meseca pa znasa 75 %.
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V raziskavi, ki jo so jo opravili Katalini¢ in sod. (2009), so spremljali odstotek inhibicije
beljenja B-karotena ekstraktov listov vinske trte, zbranih v mesecu maju in septembru.
Ekstrakti zbrani v mesecu septembru so pokazali vi§jo ucinkovitost pri prepreCevanju
oksidacije linolne kisline v emulziji v primerjavi z listi, zbranimi v maju. To spremembo so
povezali z razliko v polifenolni sestavi teh dveh ekstraktov, ki so jo doloc¢ili s HPLC
metodo.

4.2.3.2 Primerjava antioksidativne ucinkovitosti fenolnih spojin ekstraktov iz kozZic
grozdnih jagod belih in rdecih sort v emulziji linolne kisline v vodi

V tem poglavju smo zeleli ugotoviti, ali obstaja v emulziji razlika v antioksidatvni
ucinkovitosti med fenolnimi spojinami iz kozic grozdnih jagod belih in rdecih sort. V ta
namen smo primerjali vrednosti Caa (%) preiskovanih ekstraktov po 120 min inkubacije
pri koncentraciji fenolnih spojin 0,05 mg/L (preglednica 12 in slika 19).

Vsi preiskovani ekstrakti kozic grozdnih jagod ucinkovito zavirajo oksidacijo linolne
kisline v emulziji. NajboljSo antioksidativno ucinkovitost je pokazala rdeca sorta trnjak
((90 £ 5) %), sledi pa mu sorta vranac z vrednostjo Caa (83 +4) %. Med belimi sortami
ima najboljSo antioksidativno ucinkovitost sorta debit, saj vrednost Caa znasa (82 + 1) %.
Sledita zlatarica ((75 £ 1) %) in kujundzusa ((72 £ 7) %).

Ekstrakti kozic grozdnih jagod rdeCih sort so pokazali v povpreju za 10 % visjo
antioksidativno ucinkovitost pri preprecevanju oksidacije linolne kisline v emulziji v
primerjavi s kozicami belih sort. Povprecna vrednost Caa za kozice rdecih sort znasa 87 %,
za kozice belih sort pa le 76 %.

Katalini¢ in sod. (2010) so v svoji raziskavi spremljali antioksidativno ucinkovitost
ekstraktov kozic grozdnih jagod v sistemu [(-karotena in linolne kisline v emulziji.
Ugotovili so vi§jo antioksidativno uc¢inkovitost pri ekstraktih kozic grozdnih jagod rdecih
sort v primerjavi z belimi.
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4.2.3.3 Primerjava antioksidativne ucinkovitosti fenolnih spojin v ekstraktu listov
rozmarina s fenolnimi spojinami ekstraktov kozic grozdnih jagod in listov vinske
trte

V tem poglavju nas je zanimalo, ali obstaja razlika v antioksidatvni u¢inkovitosti med listi
rozmarina ter kozicami grozdnih jagod in listi vinske trte (preglednica 12 in slika 19).

V povpre¢ju so fenolne spojine ekstraktov iz grozdnih kozic pokazale boljSo
antioksidativno ucinkovitost v emulziji (81 %) kot pa fenolne spojine ekstraktov iz listov
vinske trte (64 %). Fenolne spojine v ekstraktu iz listov rozmarina so pokazale najboljSo
antioksidativno ucinkovitost med preiskovanimi vzorci. Vrednost Caa za roZmarin znasa
kar (96 = 4) %, medtem ko za najboljSo sorto listov vinske trte syrah 9 znaSa Caa
(76 + 6) % in najboljso sorto med kozicami grozdnih jagod trnjak (90 + 5) %.

4.2.4 Analiza sposobnosti redukcije

Metoda analiza sposobnosti redukcije temelji na sposobnosti antioksidanta (fenolne
spojine), da reducira ion Fe’" v ion Fe**. Spremembo barve kompleksa v modrozeleno smo
spremljali spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 740 nm (Juntachote in Berghofer, 2005).

Izmerjene vrednosti absorbanc (A4749) in povprecne vrednosti absorbanc pri dolo¢enih
koncentracijah fenolnih spojin v reakcijski zmesi so podane v preglednici 13.
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Preglednica 13: Koncentracije fenolnih (mg/L) spojin ekstraktov listov vinske trte, zbranih v septembru (9),
in listov rozmarina v reakcijski zmesi (yrz) ter vrednosti izmerjene absorbance (474)

SKUPINA VZOREC YRZ (Il’lg/L) Al (740) Az (740) A740
0,96 0,1645 0,1489 |0,16 + 0,01
1,93 0,3581 0,3350 |0,35+0,01
. 2,89 0,5352 0,5012 | 0,52 40,02
lasin 9
3,86 0,7504 0,7577 10,75+ 0,01
ekstrakti 4,82 0,8518 0,7906 | 0,82 + 0,03
listov 5,78 1,1131 1,0875 | 1,10£0,01
vinske trte
1,54 0,1750 0,1908 |0,18 0,01
3,07 0,4198 0,4357 0,43 +0,01
syrah 9 4,61 0,6456 0,6590 | 0,65=+0,01
6,15 0,8764 0,9064 | 0,89 + 0,02
7,68 1,1074 1,L1117 | 1,11+0,01
0,60 0,1485 0,1496 |0,15+0,01
1,17 02772 0,2825 |0,28+0,01
ekstrakt | 175 04920 | 05030 |0.50+0,01
listov rozmarin
roZmarina 2,33 0,7070 0,7278 10,72+ 0,01
3,00 0,9304 0,9299 0,93 + 0,01
3,75 1,1888 1,1880 | 1,19+0,01

Na sliki 20 je za preiskovane ekstrakte prikazana odvisnost 4749 od koncentracije fenolnih
spojin v reakcijski zmesi. Vidimo, da 4749 linearno narasca s koncentracijo fenolnih spojin.
S pomocjo linearne regresijske analize smo izracunali naklon premic (k) in sposobnost
redukcije kvantitativno ovrednotili kot naklon premic. Vecji naklon pomeni vecjo
sposobnost redukcije. Vrednosti naklonov oziroma sposobnosti redukcije so za vse
preiskovane ekstrakte podane v preglednici 14.
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Slika 20: Odvisnost 474 od koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi za ekstrakte listov vinske trte,
zbrane v septembru (9), in listov roZzmarina

Preglednica 14: Sposobnost redukcije 0z. naklon premic (k), ki podaja koncentracijsko odvisnost 474 za

ekstrakte listov vinske trte, zbrane v septembru (9), in listov rozmarina

SKUPINA VZOREC ki (mg/L)" ky (mg/L)™"! k(mg/L)"
ckstrakti listov vinske | lasin 9 0,1872 0,1804 0,184 + 0,003
tree syrah 9 0,1419 0,1447 0,143 + 0,002
ekstrakt listov rozmarina | rozmarin 0,3056 0,3077 0,307 + 0,007

Na sliki 21 vidimo, da imajo najvisjo vrednost naklona in s tem najboljSo sposobnost
redukcije fenolne spojine v ekstraktu rozmarina ((0,307 £ 0,007) (mg/L)'l). Med ekstrakti
listov vinske trte pa je boljSo spodobnost redukcije pokazal lasin 9 z vrednostjo naklona

(0,184 + 0,003) (mg/L)".
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Slika 21: Sposobnost redukcije oz. naklon premic (k), ki podaja koncentracijsko odvisnost 4749 za ekstrakte
listov vinske trte, zbrane v septembru (9), in listov rozmarina

4.2.5 Primerjava metod dolo¢anja antioksidativne ucinkovitosti fenolnih spojin

Uporaba razlicnih metod dolocanja antioksidativne ucinkovitosti je nujno potrebna, da bi
dobili ¢im bolj realno sliko o antioksidativnem profilu doloc¢enega rastlinskega ekstrakta
ali posamezne komponente (Koleva in sod., 2002). Da bi ¢im bolje ugotovili, kaksna je
sposobnost preiskovanega vzorca za lovljenje prostih radikalov, je potrebno vzorce
analizirati s pomoc¢jo vsaj dveh metod z razlicnima prostima radikaloma (Yu in sod.,
2002).

V tem poglavju smo med seboj primerjali rezultate o antioksidativni u¢inkovitosti fenolnih
spojin v ekstraktih listov vinske trte, kozic grozdnih jagod in listov roZmarina.
Antioksidativno ucinkovitost smo dolocili s pomocjo treh razli¢nih metod:

e sposobnost lovljenja prostega radikala ali metoda z radikalom DPPHe
e sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala
e sposobnost preprecevanja oksidacije linolne kisline ali beljenje B-karotena

Na slikah 22, 23 in 24 smo za liste, zbrane v posameznih vegetacijskih obdobjih, kozice
rdecih sort ter kozice belih sort zaradi nazornejSe primerjave prikazali povprecne vrednosti
preiskovanih parametrov antioksidativne ucinkovitosti (ECsp, SASA, Caa). Na slikah
vidimo, da se antioksidativna uc¢inkovitost s stopnjo vegetacije spreminja, kar je mogoce
pripisati spreminjanju vsebnosti fenolnih spojin ter fenolne sestave z zorenjem (Doshi in
sod., 2006; Katalini¢ in sod., 2009).
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Sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe z vegetacijo narasca, kar je razvidno s slike
22, saj je z zorenjem potrebna vedno manjSa koncentracija fenolnih spojin za 50 %
zmanjSanje zaCetnega deleza DPPHe. Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega
radikala z vegetacijo pada (slika 22), medtem ko sposobnost preprecevanja oksidacije
linolne kisline, dolo¢ena z metodo beljenja B-karotena, z vegetacijo narasca (slika 23).

Zaklju¢imo lahko, da antioksidativna ucinkovitost z vegetacijo naras¢a kot posledica
akumulacije tistth fenolnih spojin, ki so uspeSne pri lovljenju DPPHe radikala in
preprecevanju oksidacije linolne kisline, medtem ko je v listih z zorenjem vedno manj
fenolnih spojin, ki kaZejo sposobnost lovljenja O," radikala.

Kot omenjajo Katalini¢ in sod. (2009), lahko razlicne spojine, prisotne v ekstraktu,
definirajo antioksidativno ucinkovitost, ki je odvisna od metode dolocitve. Prav tako pa
med zorenjem potekajo Stevilni kemijski in encimski procesi, ki vplivajo na spremembo
fenolne sestave (Doshi in sod., 2006).

Antioksidativna ucinkovitost se razlikuje med ekstrakti kozic grozdnih jagod belih in
rdec¢ih sort, kot prikazujejo slike 22, 23 in 24, kar sovpada z dejstvom, da se tudi po
vsebnosti posameznih fenolnih spojin rdece sorte razlikujejo od belih. V splosnem naj bi
bila vsebnost skupnih fenolnih spojin v rde¢ih kozicah znatno vi§ja od vsebnosti v belih
kozicah (Yang in sod., 2009).

Pri metodi z radikalom DPPHe so ekstrakti koZic grozdnih jagod belih sort pokazali boljSo
sposobnost lovljenja prostega radikala DPPHe v primerjavi s kozicami rdecih sort.
Komercialno dostopen ekstrakt iz listov rozmarina je pokazal slabSo sposobnost lovljenja
prostega radikala DPPHe v primerjavi s kozicami grozdnih jagod (slika 22). Pri
sposobnosti lovljenja O, radikala so se najbolje izkazale kozice rdec¢ih sort, bele so bile
manj uspe$ne, medtem ko je rozmarin ponovno pokazal najslabSo antioksidativno
ucinkovitost (slika 23). Na sliki 24 vidimo, da ima ekstrakt listov roZmarina zelo moc¢no
antioksidativno uc¢inkovitost v emulziji, saj je pokazal najboljSo sposobnost preprecevanja
oksidacije linolne kisline. KozZice rdecih sort pa so bile ponovno bolj u¢inkovite od belih.

Zaklju¢imo lahko, da imajo kozice grozdnih jagod rdecih sort viSjo antioksidativno
ucinkovitost zaradi fenolnih spojin, ki uspe$no lovijo O,  radikal in preprecujejo
oksidacijo linolne kisline, medtem ko imajo kozice belih sort druge fenolne spojine, ki so
bolj u€inkovite pri lovljenju prostega DPPHe radikala. Ekstrakt listov rozmarina pa vsebuje
fenolne spojine, ki so pri lovljenju tako O, kot DPPHe radikala manj u¢inkovite od tistih
v kozicah grozdnih jagod, vendar pa v heterogenem sistemu emulzije fenolne spojine
ekstrakta iz listov rozmarina kazejo boljSo antioksidativno u¢inkovitost.

KozZice grozdnih jagod belih sort vsebujejo: flavanole, proantocianidine, hidroksicimetne
kisline, medtem ko vsebujejo kozice grozdnih jagod rdecih sort: antocianine, flavanole,
proantocianidine, flavonole in hidroksicimetne kisline (Makris, 2007). Fukumoto in Mazza
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(2000) sta ugotovila, da so antocianini, flavonoli ter flavanoli zelo aktivni pri metodi
beljenja P-karotena, kar potrjujejo tudi rezultati nase raziskave, saj so rdece kozice
pokazale boljSo sposobnost preprecevanja oksidacije linolne kisline kot bele.

Antioksidativna ucinkovitost fenolnih spojin v emulziji je med drugim odvisna tudi od
polarnosti posamezne spojine ter posledi¢no od porazdelitve med vodno in lipidno fazo
(Katalini¢ in sod., 2009). Manj polarne spojine se v vecji meri porazdelijo v nepolarno
lipidno fazo in so bolj u€inkovite pri zaviranju oksidacije linolne kisline od bolj polarnih,
ki se v vecji meri porazdelijo v vodno fazo.

10 +

EGsolmg/L)

Slika 22: Koncentracije fenolnih spojin ekstraktov listov vinske trte, zbranih v maju (=), avgustu (m) in
septembru (m), kozic grozdnih jagod (m- bele sorte, m- rdece sorte) in listov rozmarina (m), ki so potrebne za
50 % zmanjSanje zacetne vsebnosti DPPHe (ECs)
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Slika 23: Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala (SASA) za ekstrakte listov vinske trte,
zbrane v maju (), avgustu (m) in septembru (m), kozic grozdnih jagod (m- bele sorte, m- rdece sorte) in
listov rozmarina (m), pri koncentraciji fenolnih spojin v reakcijski zmesi 3 mg/L
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Slika 24: Vrednosti koeficientov antioksidativne ucinkovitosti (Ca,) za ekstrakte listov vinske trte, zbrane v
maju (=), avgustu (m) in septembru (m), koZice grozdnih jagod (m- bele sorte, m- rdece sorte) in listov
rozmarina (m), v emulziji po 120 minutah inkubacije pri koncentraciji fenolnih spojin 1,04 mg/L
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5 SKLEPI

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo naslednje:

V listih vinske trte se vsebnost fenolnih spojin spreminja s stopnjo vegetacije.

Vsebnost fenolnih spojin v kozicah rdecih sort je sicer v povprecju visja od belih
sort grozdja, vendar to ni pravilo. Vsebnost fenolnih spojin ni nujno odvisna od
barve kozic grozdnih jagod, ampak predvsem od sortnih razlik.

Z razlicnimi metodami smo preiskovanim vzorcem dokazali antioksidativno
ucinkovitost. Ekstrakti so pokazali sposobnost lovljenja prostega DPPHe radikala in
superoksidnega anionskega radikala, sposobnost zaviranja oksidacije linolne kisline
v emulziji ter sposobnost redukcije.

Antioksidativna u¢inkovitost ni odvisna le od vsebnosti fenolnih spojin, ampak tudi
od izbrane metode dolocitve. Ekstrakti listov vinske trte so pokazali boljSo
sposobnost lovljenja DPPHe radikala in superoksidnega anionskega radikala v
primerjavi z ekstrakti kozic groznih jagod iste sorte, medtem ko je ekstrakt listov
rozmarina pokazal najslabso sposobnost lovljenja pri obeh metodah. Pri metodi
beljenja pB-karotena je ekstrakt listov roZmarina pokazal najboljSo antioksidativno
ucinkovitost med preiskovanimi vzorci, sledijo mu ekstrakti kozic grozdnih jagod
in nato ekstrakti listov, ki so se pri tej metodi najslabse odrezali.

Antioksidativna ucinkovitost fenolnih spojin v listih vinske trte se spreminja z
vegetacijo. Antioksidativna u¢inkovitost narasca zaradi tistih fenolnih spojin, ki so
uspesne pri lovljenju DPPHe radikala in preprecevanju oksidacije linolne kisline,
medtem ko je v listih z zorenjem vedno manj fenolnih spojin, ki kazejo sposobnost
lovljenja prostega superoksidnega anionskega radikala.

Antioksidativna ucinkovitost fenolnih spojin v ekstraktih kozic grozdnih jagod
rdecih sort se razlikuje od antioksidativne ucinkovitosti ekstraktov belih sort.
Ekstrakti kozic grozdnih jagod rdecih sort imajo vi§jo antioksidativno uc¢inkovitost
zaradi fenolnih spojin, ki uspe$no lovijo superoksidni anionski radikal in
preprecujejo oksidacijo linolne kisline, medtem ko vsebujejo ekstrakti kozic belih
sort fenolne spojine, ki so bolj u€inkovite pri lovljenju prostega DPPHe radikala.

Komercialno dostopni ekstrakt iz listov roZmarina je pokazal boljSo antioksidativno
ucinkovitost od preiskovanih vzorcev v heterogenem sistemu emulzije pri metodi
beljenja B-karotena in boljSo sposobnost redukcije.

Rezultati nasega raziskovalnega dela so delno potrdili nase delovne hipoteze.
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6 POVZETEK

V okviru diplomske naloge smo v ekstraktih listov vinske trte in kozicah grozdnih jagod
doloc¢ili koncentracijo skupnih fenolnih spojin. S pomocjo razlicnih metod smo
preiskovanim ekstraktom dolocili antioksidativno uc¢inkovitost. Podali smo tudi primerjavo
z antioksidativno ucinkovitostjo ekstrakta listov rozmarina.

Koncentracijo skupnih fenolnih spojin v ekstraktih smo dolocili spektrofotometricno, s
pomocjo Folin-Ciocalteu metode. Vsebnost fenolnih spojin se razlikuje med posameznimi
stopnjami vegetacije. V ekstraktih listov vinske trte zbranih v mesecu maju je povprecna
koncentracija fenolnih spojin 20550 mg/L. V ekstraktih listov zbranih v mesecu avgustu je
koncentracija fenolnih spojin vi§ja kot v mesecu maju (24354 mg/L). V septembru je
povprecna koncentracija fenolnih spojin v ekstraktih listov vi§ja v primerjavi z ekstrakti
listov, ki so bili zbrani v maju in avgustu (28806 mg/L). Vsebnost fenolnih spojin v
ekstraktih kozic grozdnih jagod je v povprecju visja pri rdecih sortah (4885 mg/L) kot pri
belih sortah (2515 mg/L). Vendar vsebnost fenolnih spojin ni nujno odvisna od barve kozic
grozdnih jagod, ampak predvsem od sortnih razlik, saj je vsebnost fenolnih spojin v
ekstraktu kozic rdeCe sorte lasin nizja kot v najSibkejsi beli sorti debit. Ekstrakti iz listov
vinske trte in kozic grozdnih jagod vsebujejo veC fenolnih spojin kot ekstrakt listov
rozmarina ((260 £ 3) mg/L).

Antioksidativno uc¢inkovitost preiskovanih ekstraktov smo dokazali s $tirimi metodami:

sposobnost lovljenja prostega DPPHe radikala

sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala

ucinkovitost zaviranja oksidacije linolne kisline v emulziji

dolocitev sposobnosti redukcije

Preiskovani ekstrakti so pokazali antioksidativno ucinkovitost pri omenjenih Stirih
metodah.

Sposobnost lovljenja prostega DPPHe radikala smo izrazili kot koncentracijo fenolnih
spojin, ki je potrebna za 50 % zmanjSanje zaCetnega deleza DPPHe radikala. Sposobnost
lovljenja prostega radikala DPPHe* s stopnjo vegetacije narasca, saj je z zorenjem potrebna
vedno manjSa koncentracija £Csy. BoljSo sposobnost lovljenja prostega DPPHe radikala so
v primerjavi z ekstrakti kozic grozdnih jagod rdecih sort pokazali ekstrakti kozic belih sort,
saj je bila njihova vrednost ECsy v povprecju nizja. Ekstrakti listov vinske trte so pokazali
boljSo sposobnost lovljenja DPPHe v primerjavi z ekstrakti kozic groznih jagod iste sorte,
medtem ko je ekstrakt listov rozmarina pokazal najslabso sposobnost lovljenja DPPHe v
primerjavi z ostalimi preiskovanimi vzorci.
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Sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala z vegetacijo pada. BoljSo
sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega radikala je pokazal ekstrakt kozic
grozdnih jagod rdecih sort, saj je njegova vrednost SASA v povprecju visja od povprecne
vrednosti za koZice belih sort. NajslabSo sposobnost lovljenja superoksidnega anionskega
radikala je pokazal ekstrakt listov rozmarina. V okviru iste sorte, so ekstrakti listov vinske
trte ponovno pokazali boljSo antioksidativno u¢inkovitost od ekstraktov kozic grozdnih
jagod.

Sposobnost ekstraktov iz listov za preprecevanje oksidacije linolne kisline, dolo¢ena z
metodo beljenja B-karotena, z obdobjem vegetacije narasca. Ekstrakti koZic grozdnih jagod
rde¢ih sort so pri tej metodi pokazali v povprecju visjo antioksidativno ucinkovitost od
kozic belih sort. Ekstrakt listov roZzmarina je pokazal najboljSo antioksidativno
ucinkovitost med preiskovanimi vzorci, sledijo mu ekstrakti kozic grozdnih jagod in nato
ekstrakti listov, ki so se pri tej metodi najslabse odrezali.

Pri metodi analiza sposobnosti redukcije je, v primerjavi z ekstrakti listov vinske trte,
boljso sposobnost redukcije pokazal ekstrakt listov rozmarina.
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