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Nekatere raziskave kazejo, da imajo antioksidanti, ki jih najdemo v zivilih,
pozitiven u¢inek na zmanjSano pojavnost kroni¢nih bolezni, kot so rak, bolezni srca
in ozilja. Zaradi tega obstaja velik interes, da se z razli¢nimi in vitro metodami z
merjenjem antioksidativne aktivnosti (AOA) ovrednoti antioksidativni potencial
(AOP) zivil. Najpogosteje uporabljene metode za dolocanje AOP v vzorcih Zivil in
pijac so ABTS, DPPH in Folin-Ciocalteu. V okviru diplomske naloge smo
analizirali kako topilo, v katerem merimo AOA, vpliva na dolo¢en AOP modelnih
antioksidantov (MAO), nekaterih pija¢ in propolisa. Z radikalom ABTS smo
dolocali AOP v metanolu, mQ vodi in v fosfatnem pufru pH 7,4. Po Sestdeset
minutni inkubaciji smo za vse MAO in pijace najve¢ji AOP dolo¢ili v pufru pH 7,4,
medtem ko med dolo¢enimi vrednostmi v metanolu in vodi ni bilo ve¢jih razlik.
Radikal DPPH ni topen v vodnih raztopinah, zato smo AOA merili v metanolu, v
meSanici metanola in pufra pH 5 ter v meSanici metanola in pufra pH 7,4.
Najmanj$i AOP smo v vseh primerih doloc¢ili v metanolu, medtem ko za vecino
MAO in pija¢ vecjih razlik v dolo¢enem AOP pri pH 5 in pH 7,4 nismo dolocili.
Dolocene vrednosti AOP smo izrazili kot troloksni ekvivalent in jih primerjali z
rezultati pridobljenimi z metodo Folin-Ciocalteau (FC). Z izjemo klorogenske
kisline in askorbinske kisline, kjer smo najve¢ji AOP dolocili s FC metodo, je pri
ostalih MAO in vzorcih pija¢ meritev v fosfatnem pufru pH 7,4 z ABTS rezultirala
v najve¢jem dolo¢enem AOP.
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Some studies have shown that antioxidants found in foods have positive impact on
lower incidence of chronic cardiovascular diseases and cancer. Accordingly there is
a large interest to apply various in vitro methods for measuring antioxidant activity
(AOA) in order to evaluate antioxidant potential (AOP) of foods. Methods that are
most often applied are ABTS, DPPH and Folin-Ciocalteau (FC) assays. Within the
diploma thesis we have analysed the influence of solvent compostition, applied for
measurement of AOA, on determined AOP of model antioxidants (MAO), some
beverages and propolis. With ABTS radical AOP was determined in methanol, mQ
water and in phosphate buffer pH 7,4. After sixty minute incubation the highest
AOP for all MAO and beverages was determined in phosphate buffer pH 7,4,
whereas values determined in mQ water and methanol were lower, but did not
differ substantially. DPPH radical is not soluble in aqueous buffers therefore AOA
was measured in methanol, mixture of methanol and buffer pH 5, and in mixture of
methanol and buffer pH 7,4. The lowest AOP for all samples analyzed was
determined in methanol, whereas for the majority of MAO and beverages
differences in determined AOP at pH 5 and pH 7,4 were small. Values of AOP
were expressed as Trolox equivalents and compared to the results of FC assay.
With the exception of ascorbic acid and chlorogenic acid, where highest AOP was
determined with FC assay, experiments in phosphate buffer pH 7,4 with ABTS
resulted in highest determined AOP.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A absorbanca

ABTS 2,2'-azobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina
AK askorbinska kislina

AO antioksidant

AOA antioksidativna aktivnost

AOP antioksidativni potencial

dAs2 sprememba absorbance pri valovni dolzini 520 nm
dA734 sprememba absorbance pri valovni dolZini 734 nm
dA7es sprememba absorbance pri valovni dolzini 765 nm
DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal

DPPH, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin

EGCG epigalokatehin galat

FC Folin-Ciocalteu reagent

MAO modelni antioksidant

R razred¢itveni faktor

TE troloksni ekvivalent (ang. Trolox equivalent)
TEAC antioksidativna kapaciteta izrazena kot troloksni ekvivalent (Trolox

equivalent antioxidant capacity)
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Folin-Ciocalteu metodo. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012

1 uvoD

Nekatera odkritja kazejo, da imajo antioksidanti, ki stabilizirajo oziroma zmanjSajo
koncentracijo prostih radikalov, pozitiven vpliv na zmanjSano pojavnost nekaterih
kroni¢nih bolezni. PoruSeno ravnotezje med prostimi radikali in antioksidanti imenujemo
oksidativni stres. Antioksidanti ga preprecujejo z lovljenjem prostih radikalov, s keliranjem
kovinskih ionov, z odstranjevanjem in/ali popravilom oksidativno poskodovanih
biomolekul. Nekatere antioksidante sintetizira telo samo, druge pa dobimo s hrano
(Korosec, 2000). Stevilna Zivila, kot so sadje, zelenjava in Zitarice, vsebujejo sestavine, ki
delujejo antioksidativno. Take so npr. tokoferoli in tokotrienoli v oljih in semenih,
askorbinska kislina in hidroksikarboksilne kisline, flavonoidi in karotenoidi v sadju in
zelenjavi ter fenolne spojine v Cajih, zelisCih in kakavu (Abram in Simci¢, 1997). Za
dolocanje antioksidantov in fenolnih snovi v vzorcih zivil se uporablja vrsta razli¢nih in
vitro metod. Nobena metoda ne da celovitega odgovora o antioksidativni ucinkovitosti
fenolnih spojin. Na njihovo antioksidativno uc¢inkovitost vpliva tudi vrsta reaktanta, na
katerega antioksidant deluje, in izbira matriksa, v katerem antioksidant ucinkuje.
Posamezen antioksidant reagira razlicno z razli¢nimi radikali (Abram in sod., 2010).
Najpogostejse metode, katere smo uporabili tudi mi za doloCanje antioksidativne
aktivnosti, so spektrofotometricne metode DPPH in ABTS. Metodi temeljita na merjenju
spremembe absorbance, ki nastane pri redukciji radikala z antioksidantom. ABTS test
temelji na redukciji modro/zelene raztopine ABTS" s pomogjo antioksidantov; DPPH test
pa temelji na redukciji vijolicne raztopine DPPH v 1,1-difenil-2-pikril hidrazin (Floegel in
sod., 2011). Na metodi vplivajo predvsem topilo, inkubacijski ¢as, pH in koncentracija
vzorca. Uporabili smo tudi metodo Folin-Ciocalteu. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v
izvle¢ku dolo¢amo s Folin-Ciocalteujevo metodo, ki temelji na tvorbi modro obarvanega
kompleksa fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevim reagentom (Abram in sod., 2010). V
zadnjem c¢asu vedno vec Studij posveca pozornost uporabi ustreznega topila, pH raztopine
in inkubacijskega Casa, da bi morda pospesili hitrost reakcij in pripomogli k ustreznejsi
dolocitvi antioksidativnega potenciala.

1.1 CILJDELA

Namen diplomske naloge je bil analizirati potek reakcije med prostima radikaloma DPPH
ter ABTS in modelnimi antioksidanti (askorbinska kislina, dehidroaskorbinska Kkislina,
katehin, klorogenska kislina, galna kislina, epigalokatehin galat, kaftarna kislina, kvercetin,
Troloks in SO;) ter z antioksidanti, prisotnimi v rde¢em vinu (refosk), belem vinu (laski
rizling), zelenem in ¢rnem caju, jabolcnem soku in propolisu. Poteke reakcije smo
spremljali v metanolu, mQ vodi in pri razliénih vrednostih pH. Analizirali smo kinetiko
reakcij modelnih antioksidantov in vzorcev pijac ter tako dolocili optimalen Cas poteka
reakcije. Pri tem c¢asu smo nato ovrednotili vpliv topila na izmerjeno vrednost
antioksidativnega potenciala. Skupne fenolne spojine smo dolo¢ili tudi s Folin-Ciocalteu
metodo.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevali smo, da bosta prisotnost vode in metanola v reakcijskem mediju kakor tudi
pH medija vplivala na hitrost reakcije ter s tem na dolo¢eno vsebnost antioksidantov v
vzorcih pija¢ in modelnih antioksidantov. Predvidevali smo tudi viSje vsebnosti fenolnih
spojin v ¢ajih, rdeCem vinu in propolisu kot v jabol¢nem soku in belem vinu.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ANTIOKSIDANTI

Oksidativni stres se pojavi v vseh organizmih v aerobnem okolju. Zato so bioloski sistemi
razvili vrsto antioksidantov, ki jih varujejo pred oksidacijo. Univerzalna definicija
antioksidanta ne obstaja, ker poznamo vrsto kemijskih mehanizmov s katerimi je
oksidacija inhibirana (McClements in Decker, 2008). Antioksidant je izraz, ki je Siroko
uporabljen, a ga je presenetljivo tezko jasno definirati. Zivilski tehnologi uporabljajo
antioksidante za inhibicijo lipidne oksidacije, preprecitev oksidacije sveZze rezanega sadja
in sveze stisnjenih sokov. Nesmiselno bi bilo govoriti o smiselnosti in pravilnosti definicij
antioksidanta, zato je najbolje uporabiti SirSo razlago pojma kot jo navajata Halliwell in
Gutteridge (2000) ki pravi da je antioksidant snov, ki prepreci oksidacijo neke druge snovi
tudi takrat, ko je koncentracija le-te precej ve¢ja od koncentracije antioksidanta.

Antioksidante razvr§¢amo v tri skupine. V prvi so pravi antioksidanti, ki vezejo proste
radikale, v drugi so reducenti, v tretji skupini pa so antioksidantni sinergisti, ki povecujejo
ucinkovanje antioksidantov prve skupine. Slednji lahko vplivajo na regulacijo biosinteze in
regeneracijo encimskih antioksidantov, nizkomolekularnih antioksidantov in proteinov, Ki
vezejo prooksidativne ione; takSne spojine lahko uvrstimo med pro-antioksidante (Vertuani
in sod., 2004). V prvi skupini so antioksidanti, ki predstavljajo glavno znotrajceli¢no
antioksidantno obrambo (SOD, katalaza, glutation peroksidaza), v drugi so neencimski
proteinski antioksidanti v plazmi (transferin, hemoglobin, albumin), v tretji pa so
neencimski antioksidanti, ki so v plazmi, v celicah in v celicnih membranah (vitamin C,
GSH, secna kislina, vitamin E, beta-karoten). Antioksidanti so po kemijski zgradbi lahko
vodotopni ali topni v mas¢obah (KoroSec, 2000).

Podobno kot pri sami definiciji pojma, tudi pri razvrstitvi antioksidantov ne obstaja
najboljSa mozna razdelitev, saj imajo strukturno razlicni antioksidanti lahko enak
mehanizem delovanja in obratno. Velja pa tudi, da imajo nekateri antioksidanti ve¢ moZznih
mehanizmov delovanja. Pogostokrat se antioksidanti delijo po naslednjih kriterijih: izvor
(naraven, sinteticen, endogen, eksogen), nacin delovanja (encimski, neencimski), kemijsko
fizikalne lastnosti (polaren, nepolaren), struktura (polifenoli, tioli,...), mehanizem
delovanja (lovilec prostih radikalov, prepre¢evanje tvorbe prostih radikalov,...). Med
antioksidante najveCkrat uvrscajo tudi kelatorje redoks aktivnih ionov (Cigi¢ in Tasic,
2006).

2.2 PROSTI RADIKALI

Prosti radikali so atomi, molekule ali ioni z vsaj enim elektronom brez para. So visoko
reaktivne molekule, ki poSkodujejo celi¢ne strukture, vklju¢no z nukleinskimi kislinami in
geni (Korosec, 2000). So intermediati pri redoks, fotokemic¢nih in radikalskih reakcijah, ki
se pojavljajo pri vrsti biokemijskih procesov. Nastajajo predvsem pri redoks in encimskih
reakcijah, Kkjer prihaja do prenosa elektrona (Halliwell in Gutteridge, 2000). Nastanek
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radikalov povzrocajo tudi razli¢na sevanja, npr. termi¢no dovajanje energije, fotoliza ali
radioliza, ki privedejo do homolitske cepitve kovalentne vezi.

Primeri nastanka radikala (Kreft in Pecar, 1998):

A:B > A" + B’ (nastanek radikala pri homolitski cepitvi kovalentne vezi) 1)
A +e > A (pri enoelektronski redoks reakciji) @)
A+hv> A +e €))

(pri ionizaciji snovi; h je Planckova konstanta, v je frekvenca
elektromagnetnega sevanja)

Prosti radikali so zelo reaktivni, kar pomeni da imajo majhno kemijsko specifi¢nost, tj. da
lahko reagirajo z vecino molekul v svoji bliZini, kar vkljuCuje proteine, lipide, ogljikove
hidrate in DNA. Kadar radikal reagira z neradikalom, nastane nov prosti radikal, ki reagira
naprej v verizni reakciji, medtem ko prvotni izgubi radikalske lastnosti (Cigi¢ in Tasic,
2006). Oksidativni stres se v bioloskih sistemih pokaze, ¢e je bil sistem dalj Casa
izpostavljen oksidantom ali ¢e je priSlo do zmanjSanja antioksidativne sposobnosti
organizma ali obeh. Oksidativni stres je veckrat povezan ali pa vodi v nastanek reaktivnih
vrst Kisika, med katerimi so posebno zanimivi prosti radikali. Tako lahko nastanejo HO-
(hidroksilni), HOO" (hidroperoksilni), O, (hiperoksidni), RO’ (alkoksilni), ROO"
(alkilperoksilni), ArO" (fenoksilni) ali Se drugi radikali (Abram, 2000). Vse te oblike kisika
0z. njegove spojine so reaktivni Kisikovi intermediati, kateri so odgovorni za celi¢ne
poskodbe, ki so lahko vzrok vnetni reakciji, maligni transformaciji in smrti celice (Cigi¢ in
Tasic, 2006).

Dostikrat sreCamo pojem avtooksidacije. Gre za oksidacijo organske snovi, ki je
izpostavljena zraénemu kisiku. Raziskave so pokazale da so reakcije avtooksidacije
katalizirane reakcije, kjer so katalizatorji ioni prehodnih elementov- predvsem tistih, ki se
lahko nahajajo v razli¢nih oksidacijskih stanjih (Zelezo in baker) in lahko v stiku s kisikom
izmenjujejo elektrone. Kisik pretvarjajo v superoksid oziroma v vodikov peroksid, ki lahko
vrsita nadaljnjo oksidacijo organske snovi. Zato je izredno pomembno, da celica kar se da
skrbno nadzoruje koncentracije prostih ionov prehodnih elementov in s tem kontrolira
nenadzorovane oksidacije (Kreft in Pecar, 1998).

Pojem antioksidativne aktivnosti ni jasno definiran in obstaja vrsta definicij, ki temeljijo na
naravi oksidacije in reaktivnih intermediatov, ki sodelujejo v procesu. Pri lipidni oksidaciji
se za aktivnost antioksidanta smatra sposobnost zaustavitve nadaljevanja kineti¢ne verige v
formaciji hidroperoksida (Musialik in sod., 2008):

LOO® + L-H >LOOH + L (4)
L*+ 0O, > LOO® (5)
s kompetitivno reakcijo s fenolnim/flavonoidnim antioksidantom, FlavOH:

LOO + FlavOH - LOOH + FlavO’ (6)
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2.3 FENOLNE SPOJINE KOT ANTIOKSIDANTI

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti, torej spojine, ki niso naravnost vkljuene v
osnovni metabolizem (fotosintezo, celicno dihanje, prenos snovi,...). Pri rastlinah so
fenolne spojine pomembne za obrambo rastlin pred zunanjimi vplivi (UV svetloba,
mikrobi, insekti itd.), so barvila (cvetovi in sadezi), vplivajo pa tudi na senzori¢ne lastnosti
Zivil (Abram in sod., 2010). Kot odgovor na stres naj bi celice rabile v celici Ze prisotne
fenolne spojine ali pa zaradi stresa nastale fenolne spojine zaradi hidrolize ali oksidacije ali
de novo sinteze (fitoaleksini). Obi¢ajno je povecanje skupnih fenolnih spojin, posebno
klorogenske kisline (Abram in Sim¢i¢, 1997). V celici so fenolne spojine v vakuoli ali pa
so vezane v celicni steni.

Preglednica 1: Vrsta in vsebnost fenolnih spojin v nekaterih Zivilih (Abram in sod., 2010)

Zivilo Spojina Vsebnost (%)
proso kondenzirani tanini 0,05-3,5
pSeni¢na moka fenolne Kisline (proste in vezane) | 0,01

koruza tanini do 0,01

soja, zrna fenolne Kisline do 0,004
sojina moka fenolne kisline 0,02
fizol-razli¢ne vrste tanini 0,5-1,6

sadje (jabolka, hruske)

- lupina flavonoidi 0,02

- sadna kaSa flavonoidi do 0,001

zelenjava flavonoidi do 0,4

paprika flavonoli do 0,02

diSavnice flavonoidi do 0,2

Caj, zelen, listi flavonoidi/katehini 20

Caj, fermentiran, listi | flavonoidi/katehini 3

kakav, zrna flavonoidi/katehini 3
levkoantocianidini 2,5

kava, zrna klorogenska kislina 6-8
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- prazena klorogenska kislina 4-5

Fenolne spojine so Steviléna in raznolika skupina spojin. Vsebujejo vsaj en aromatski
obroC, na katerem je ena ali ve¢ hidroksilnih skupin. Najbolj enostavna razvrstitev je po
Stevilu C- atomov (Abramovi¢ in sod., 2008; Abram, 2000). Med fenolnimi spojinami so
najbolj pogosti glikozidi flavonolov, konjugati hidroksicimetne kisline in kondenzirani
tanini ter antociani (Abram in Bari¢evi¢, 2006). Pri poimenovanju fenolnih spojin je v
literaturi dokajS$nja zmeda in se zato priporo¢a uporaba razdelitve po Stevilu C-atomov v
molekuli.

Preglednica 2: Razvrstitev fenolnih spojin (Goodwin in Mercer, 1983)

St. C atomov | Osnovni skelet | Skupina

6 Cs Fenoli

7 CeC1 Fenolne Kisline

8 CeC> Fenilocetne kisline

9 CeCs Hidroksicimetne kisline
Fenilpropeni
Kumarini
Izokumarini
Kromoni

10 CeC4 Naftokinoni

13 CsC1Cs Ksantoni

14 CeC,Cs Stilbeni
Antrakinoni

15 CeC3Cs Flavonoidi

18 (CeC3)2 Lignani
Neolignani

30 (C6C3Co)2 Biflavonoidi

n (CeCs)n Lignini

(Cé)n Melanini
(C6C3Co)n Kondenzirani tanini
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2.3.1 Flavonoidi

Polifenoli so najbolj razSirjeni antioksidanti v naSi prehrani. Delimo jih na dve veliki
skupini in sicer na flavonoide in neflavonoide. Slednji po grobi oceni prispevajo 1/3
dnevnega vnosa polifenolov, flavonoidi pa 2/3. Stevilne 3tudije kaZejo povezavo med
uzivanjem hrane in pija¢, ki vsebujejo visoke vsebnosti flavonoidov, in zmanjSanjem
nastanka mnogih bolezni modernega zivljenja, ki jih povzroca oksidativni stres (Vrhovsek,
2001). Dokazano je, da uzivanje sadja in zelenjave preprecuje nastanek rakavih obolenj
(Steinmetz in Potter, 1996) in infarkta (Ness in Powles, 1997). Zmerno uzivanje vina naj bi
zmanjsevalo pojavnost bolezni srca in oZilja (Renauld in De Lorgeril, 1992). Caj naj bi
varoval pred rakom (Yang in Wang, 1993) in boleznimi srca in ozilja (Tijburg in sod.,
1997). Flavonoidi naj bi delovali preventivno tudi pred procesi staranja.

Flavonoidi so fenolne spojine, zgrajene iz 15 C-atomov in so spojine, ki se razlikujejo po
oksidacijski stopnji heterociklicnega C3 obroc¢a, kot tudi po razli¢nih substituentah na
obroc¢ih A, B in C. Zato ni presenetljiv podatek, da je dosedaj poznanih ve¢ kot 5000
razli¢nih flavonoidov (Abram, 2000).

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

Glede na razlike v heterociklicnem obroc¢u C jih delimo na flavone, flavonole, izoflavone,
antociane, flavanole (katehini) in flavanone. Osnovne strukture so nadalje substituirane v
A in B obrocu s hidroksilnimi skupinami, razli¢nimi sladkorji, metoksi skupinami oz. se
pojavljajo kot sulfati in glukoronidi (Vrhovsek, 2001). V naravi so flavanoidi obicajno
glikozilirani, kar pomeni, da imajo vezane razlicne monosaharide (glukoza, galaktoza,
arabinoza, ramnoza), ali pa tudi dalj$e verige na obro¢. Najveckrat je sladkor vezan na Cs,
lahko pa tudi na Cs ali C; atom. Le redki imajo sladkor vezan na B obro¢u (Abram in
Sim¢i¢, 1997). Glede na stopnjo polimerizacije delimo flavonoide na monomere,
oligomere in polimere. Oligomeri in polimeri se imenujejo proantocianidini (Vrhovsek,
2001).

Flavonoidi se tako kot vsi drugi polifenoli nahajajo samo v Zivilih rastlinskega izvora.
Ponavadi jih sadje vsebuje ve¢ kot zelenjava, najve¢ pa k vnosu pripomorejo pijace, kot so
rdece vino, sokovi in Caji.
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Preglednica 3: Glavne skupine flavonoidov, ki se pojavljajo v prehrani ljudi in Zivila, ki jih
vsebujejo (Vrhovsek, 2001)

SKUPINA GLAVNI ZIVILA, Kl VSEBUJEJO ZNATNE
PREDSTAVNIKI KOLICINE
flavanoli katehin, epikatehin, zeleni €aj, ¢rni Caj, rdece vino, ¢okolada,
T epigalokatehin galat _roblde, rdece grozdje, Cesnje, marelice, slive,
jagode
flavanoli procianidini oligomeri, tudi  rdece grozdje, jabolka, hruske, grozdje, ¢aj,
. . galoilati jedilna ¢okolada, kakav, robide, rdeci ribez,
oligomeri v o .o .
¢esnje, ameriSke borovnice, jagode, maline
antociani pelargonidin, cianidin, predvsem v rdeGem sadju, v manjsih
peonidin, malvidin, koncentracijah se nahajajo v zelenjavi,
petunidin in delfinidin (kot ~ rdecem radicu, rdeci pesi
glukozidi)
kompleksni produkti kondenzacije med  rdece vino, ¢rni ¢aj
. . flavanoli oziroma med
pigmenti flavanoli in antociani
flavonoli kvercetin, kamferol, rumena ¢ebula, jabolka, rdece vino, jagode,
miricetin (kot glikozidi) maline, itd.
flavanoni hesperetin, naringenin (kot  agrumi (pomarance, grenivke, limone itd.)
glikozidi)
izoflavoni  genistein, daidzein soja
flavoni luteonin, apigenin rdeca paprika, zelena

Glede na to, da se flavonoidi nahajajo v skoraj vseh zivilih rastlinskega izvora je prakti¢no
nemogoce poznati natancen dnevni vnos vseh flavonoidov v ¢loveski organizem. Dnevni
vnos v dieti zahodnoevropskih dezel je bil ocenjen na nekaj 100 mg/dan. Razlogi za to, da
ne moremo dolociti to¢nega dnevnega vnosa je predvsem v pomanjkanju standardiziranih
analiticnih metod, raznolikosti flavonoidov in Sirokega obmocja koncentracij flavonoidov
VvV posamezni vrsti Zivil.
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2.4 ANTIOKSIDANTI V ANALIZIRANIH VZORCIH

2.4.1 Zeleni in ¢rni ¢aj

Cajevec raste ponekod kot grm, drugod kot drevo, ki je najtesnejsi sorodnik okrasnih
kamelij in njihovih samoniklih sorodnic. Rod teh rastlin obsega ve¢ kot 80 vrst, ki so
skoraj vse doma v hribovjih jugovzhodne Azije. Cajevec je v vseh pogledih in v razli¢nih
Casih najpomembnejsi med kamelijami. Vse kaze, da zato ker (Cortese, 2004):

- edini med njimi vsebuje kofein,

- vsebuje veliko antioksidantov, posebno zelo mo¢nega in ucinkovitega (-)-epigalokatehin-
3-galata (EGCQG),

- svetovni letni pridelek ¢aja tehta vec¢ kot tri milijone ton, kar pomeni 12 milijonov ton
svezih listicev.

Listice za zeleni ¢aj po obiranju hitro segrejejo, da prekinejo delovanje encima polifenol
oksidaze. Zato ostanejo katehini v zelenem ¢aju nespremenjeni in ohranijo antioksidativni
potencial. Katehini torej niso delno oksidirani kot v ¢rnem ¢aju. Pri proizvodnji ¢rnega ¢aja
obrane listice zmeckajo ali zmeljejo ter izpostavijo zraku, tako v prisotnosti kisika encim
polifenol oksidaza katalizira pretvorbo brezbarvnih katehinov v obarvane teaflavine in
tearubigine. Zaradi tega se barva listi¢ev spremeni v bakreno rjavo, obenem pa se razvije
specificna aroma ¢rnega cCaja. Postopka predelave c¢ajnih listov se je prijelo ime
fermentacija, a temu ni tako, ker je postopek v bistvu oksidacija. Spremembe med
predelavo so izkljuéno biokemijske narave in pri njih ne sodelujejo mikroorganizmi
(Cortese, 2004). Na kolic¢ino polifenolov in antioksidativne aktivnosti pa vplivata tudi Cas
infuzije ¢aja z vodo in temperatura vode. Campanella in sod. (2003) so ugotovili, da je
najboljsa antioksidativna uéinkovitost in vsebnost polifenolov po 5-minutni infuziji ¢aja v
destilirani vodi s temperaturo 70 °C. Do ¢asa petih minut oba parametra narascata, nato pa
zacneta padati.

Epidemioloske raziskave so pokazale, da je redno uzivanje dovolj velikih koli¢in zelenega
¢aja povezano z zmanjSanim tveganjem za nastanek razli¢nih vrst raka (Filipi¢, 2001),
potekajo pa tudi preiskave na temo vpliva antioksidantov na sréne bolezni, diabetes in
nevrodegenerativne bolezni (Lambert in Elias, 2010). Vinson in Dabbagh (1998) sta
ugotovila, da so katehini v ¢aju veliko boljsi antioksidanti kot vitamina C in E ter
provitamin R karoten glede na vrednost ICso. ICso ali koncentracija ucinkovitosti je
definirana kot koncentracija antioksidanta, ki je potrebna za 50 % zmanjSanje
koncentracije prostega radikala in se zazna kot sprememba barve.

Po ucinku v nasem telesu so najpomembnejSe sestavine ¢aja kofein (2-4 % suhe snovi) in
polifenoli (do 35 %, v povprec¢ju okoli 20 ali 25 %). Klju€ne razlike med zelenim in ¢rnim
¢ajem so v polifenolih in aromati¢nih spojinah. Zeleni ¢aj vsebuje predvsem katehine, ki
predstavljajo pretezni delez polifenolov. Skupna koli¢ina in vrste katehinov so kljuc¢ne
naravne lastnosti zelenega ¢aja, iz katerih izvirajo njegov okus in antioksidativne lastnosti.
Omembe vredni katehini, razvr§¢eni po padajoci vsebnosti v ¢aju, so:

e (-)-epigalokatehin-3-galat
e (-)-epigalokatehin
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(-)-epikatehin-3-galat
(-)-epikatehin
(+)-galokatehin
(+)-katehin

Minus ali plus oznacuje konfiguracijo na kiralnem centru (Cortese, 2004).

‘OH
OH
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OH @—OH
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(-)-Epikatehin (-)-Epikatehin-3-galat
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Y.
OH OH
? OH HO oA
Ho oA H \QEJ\%
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! o OH
"OH
H
OH

OH

(-)-Epigalokatehin

(-)-Epigalokatehin-3-galat

Slika 2: Strukturne formule glavnih polifenolov v ¢aju (Lambert in Elias, 2010:65)

Prva dva katehina, ki ju najdemo v ¢aju, sta najmo¢nej$a antioksidanta. Splosno velja, da
imajo najve¢ EGCG in drugih katehinov najbolj trpki zeleni ¢aji, kajti prav katehini so tisti,
ki dajejo ¢aju trpkost (nekaj ga prispeva tudi kofein). Crni &aj kot vir EGCG ni pomemben.
Za razliko od zelenega, ki ga vsebuje v povprecju 10 %, je v ¢rnem c¢aju od 1-5 % EGCG.
Razlika je tudi v zgradbi molekul, ki je v ¢rnem ¢aju kompleksnejSa. Razmerje polifenolov
&rnega ¢aja je drugaéno kot v zelenem ¢aju. Crni &aj vsebuje le okoli 3 % katehinov, ker s0
se ostali med oksidacijo pretvorili v teaflavine in predvsem v tearubigine. Slednji so bolj
topni kot katehini, v ¢rnem caju pa zavzemajo od 10 do 20 % suhe snovi. V primerjavi s
katehini u¢inkujejo manj antioksidativno (Cortese, 2004).

2.4.2 Propolis

Propolis ali zadelavino sestavljajo smolnate substance s katero cebele prevlecejo vso
notranjost panja. S tem preprecujejo razvoj razli¢nih bakterij in obvarujejo panj pred
kvarom. S propolisom zadelajo tudi vhod panja in skuSajo zapreti Spranje manjSe od 5 mm
(Meglic, 2004). Navadno je propolis rjavkaste ali rjavozelene barve, ima prijetno aromo po
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topolovih popkih, medu, vosku in vaniliji. Najpreprostejsa razvrstitev propolisa pozna le
stiri vrste: brezovega (65 %), topolovega (15 %), brezovo-topolovega in druge. Najboljsi in
najcistejsi propolis pridobivajo Cebele poleti. Letno ga naberejo od 100 do 150 g na panj,
vcasih tudi do 400 g (Babnik in sod., 1998). Propolis je edini ¢ebelji pridelek, ki deluje
proti plesnim, bakterijam, kvasovkam in virusom. Zavira rast ve¢ kot tridesetih bakterij in
drugih  mikroorganizmov (Boznar, 2002). Na Mikrobioloskem institutu Medicinske
fakultete v Ljubljani so ugotovili da je zelo aktiven proti bakterijam vrst Proteus vulgaris
in Bacillus alvei, ne u¢inkuje pa na Escherichia coli ali Pseudomonas pyocyanea (Babnik
in sod., 1998). Ljudje uporabljamo propolis za izboljSanje odpornosti in kot dodatek
raznim kozmeticnim izdelkom. Oviri pri uporabi propolisa in tudi drugih cebeljih
pridelkov v medicinske namene sta nestandardna surovina in velika moznost alergije.
Propolis lahko uporabljamo v naravni obliki, kot vodni ali alkoholni ekstrakt ali kot
sestavni del zdravilnih, dieteticnih in kozmeti¢nih pripravkov. Bioloski pomen je predvsem
pospesitev obnavljanja tkiva, protivnetno in antibioti¢no delovanje alkoholne in vodne
raztopine ter njegov antioksidativni uc¢inek (Boznar, 2002).

Propolis je postal zanimiv tudi kot eden boljsih ¢ebeljih produktov, ki preprecujejo bolezni
povezane z oksidacijskim stresom (Cigut in sod., 2011). Natan¢no sestavo propolisa je
tezko doloditi, saj je odvisna od ¢asa in kraja nabiranja ¢ebel. V preglednici 4 so navedene
kemijske oznake ugotovljenih snovi v propolisu in njihovo skupno Stevilo.

Vecino od 180 do sedaj znanih spojin propolisa sestavljajo polifenoli. Vecinski delez imajo
flavonoidi, poleg njih pa tudi fenolne kisline in estri, fenolni aldehidi, ketoni, itd. Preostale
spojine so aromatske kisline (5-10 %), voski (30-40 %), smole in cvetni prah (Castaldo in
sod., 2002). Med fenolnimi spojinami prevladujejo hidrokinoni (0,1 %, Greenaway in sod.,
1987), kavna kislina in njeni estri (2-20 %, Bankova in sod., 1995) in kvercetin (<0,1-0,7
%, Greenaway in sod., 1990). Mnoge analize so v vseh vrstah propolisa pokazale
prisotnost flavonskih derivatov, cimetove kisline, kofeinske kisline, benzojske kisline in
ferulne kisline, ki deluje predvsem baktericidno na gram pozitivne in negativne bakterije
(Babnik in sod., 1998). Tako kot vsi flavonoidi, ki lovijo proste radikale, ima tudi propolis
protivnetne ucinke. Pri teh ucinkih je v propolisu najbolj pomemben fenilni ester kavne
kisline (CAPE), ki je u¢inkovit Ze v manjsih koli¢inah (Frenkel in sod., 1993).
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Preglednica 4: Prisotnost nekaterih mikrokomponent v propolisu (Babnik in sod., 1998)

Kemijska oznaka Stev. ugotovljenih
ugotovljene snovi snovi

flavonoidi 38
hidroksiflavoni 27
hidroksiflavanoni 11
halkoni 2
benzojska kislina in derivati 12
derivati benzaldehida 2

cimetov alkohol, cimetova kislina
in njeni derivati 14

alkoholi, ketoni, fenoli in

heteroaromaticne spojine 12

terpeni, seskviterpenski alkoholi

in ustrezni derivati 7
alifatski ogljikovodiki 6
rudninske snovi 22
steroli in steroidni ogljikovodiki 6
sladkorji 7
aminokisline 24
2.4.3 Jabol¢ni sok

Jabol¢ni sok je eden najpopularnejSih sokov na svetu. Letna proizvodnja jabolk, ki znasa
priblizno 40 milijonov ton, je na drugem mestu takoj za grozdjem. Za sok se porabi
priblizno osmina vseh pridelanih jabolk. Sveze stisnjen sok ima kratek rok uporabe, je
rjave barve in pride do sedimenta. Rok uporabe podaljSamo s pasterizacijo soka ali z
uporabo konzervansov. Za preprecitev oksidacije soka se dodaja askorbinska kislina
(Varnam in Sutherland, 1994). SveZe sadje vsebuje veliko Stevilo sekundarnih metabolitov,
predvsem flavonoidov. Flavonoide in glikozide flavonoidov uvrs¢amo med pomembnejse
predstavnike polifenolov, ki so v sadju moc¢no razsirjeni. Mnogi so obarvani, obi¢ajno v
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vakuolah, nekatere najdemo tudi v kromo- ali kloroplastih. Vpliv posameznih tehnolo3kih
operacij, kot so lupljenje, rezanje in drobljenje, zmanjSuje vsebnost flavonoidov. Do 50 %
izgube nastanejo predvsem pri procesih, kot so pasterizacija, sterilizacija, zamrzovanje itd.
Tudi postopki bistrenja, ki vkljucujejo uporabo ultrafiltracije in Cistilnih sredstev, npr.
bentonit, Zelatino, PVPP, zmanjSujejo koncentracijo polifenolov v primerjavi z minimalno
obdelanimi sokovi. Pri predelavi bistrega jabol¢nega soka se izgubi do 40 % polifenolov
(Aherne in O'Brien, 2002; Hribar in Zlati¢, 2006). Z upoStevanjem novejSih dognanj in s
primernimi tehnoloSkimi postopki lahko bistveno zmanjSamo negativne posledice
predelave, v nekaterih primerih pa lahko prehransko vrednost zivila bistveno povecamo.
Mozni ucinki predelave zivil na celokupen antioksidativni potencial zivila so (Nicoli in
sod., 1999):

Predelava ima minimalni uc¢inek na antioksidativni potencial Zivila
Izguba naravno prisotnih antioksidantov

Povecanje antioksidativnih lastnosti pristotnih antioksidantov
Nastanek novih spojin z antioksidativnimi lastnostmi

¢ Nastanek novih spojin z prooksidativnimi lastnostmi

e Interakcije med razli¢nimi sestavinami zivila

Od fenolnih spojin v jabolkih in soku prevladujejo kvercetin in rutin, ki sta flavonola,
epikatehin in katehin, ki sta flavanola ter klorogenska in kavna kislina, ki sta
hidroksicimetni kislini (Karaman in sod., 2010). Vsebnost fenolnih spojin v soku je mo¢no
odvisna tudi od tega, iz katerih sort jabolk je sok narejen. Odvisno je tudi od zrelosti jabolk
(Shahidi in Naczk, 1995).

2.4.3.1 Kvercetin

Kvercetinu pripisujejo Stevilne bioloske ucinke, ki ugodno vplivajo na zdravje ¢loveka;
najbolj poznano je antivirusno, protivnetno in protimikrobno delovanje. Razpolozljivi
znanstveni dokazi, ki govorijo v prid blagodejnim ucinkom, temeljijo na in vitro
raziskavah, saj vemo, da je kvercetin mocan antioksidant (Rice-Evans in sod., 1996; Cao in
sod., 1997). Kot tak je sposoben zniZati raven oksidativnega stresa, znanega po vpletenosti
v dolocene vrste raka (Storz, 2005).

2.4.4 Rdece in belo vino

V vseh fazah predelave grozdja je v vecji ali manjSi meri prisoten kisik, katerega Skodljiv
vpliv se kaze v oksidaciji kemijskih snovi ob nastanku produktov, ki vplivajo na
senzori¢no kakovost, zmanjSanje antioksidativnih lastnosti, zdravstvenih ucinkov in
prehranske vrednosti kon¢nega pridelka. Fizikalno-kemijska sestava vin (belih ali rdecih)
je odvisna od Stevilnih dejavnikov:

e sorte grozdja, letnika, vinogradniSkega obmocja, vinogradniske tehnologije,
zdravstvenega stanja in stopnje zrelosti grozdja ob trgatvi,

e tehnologije predelave (pecljanje, drozganje, Cas in temperatura maceracije,
stiskanje, bistrenje) in pogojev alkoholnega vrenja,
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e postfermentativnih postopkov (postopki stabilizacije, zorenje vina v posodah iz
nerjavnega jekla ali v hrastovih sodih),... (KoSmerl, 2000).

Pri analizi antioksidativnega potenciala smo za vzorec vzeli rdece vino refosk in belo vino
laski rizling. Refosk je zelo stara sorta. Po videzu je vino intenzivno vijoli¢asto obarvano
in ima vonj po malinah, tudi ribezu. Mlado vino je zivahno, zaradi visje kisline prijetno
rezko, posebno nekaj dni, preden popolnoma povre. Laski rizling je v juzni Evropi zelo
zastopana sorta, v Sloveniji pa sploh. Po videzu so mlada kakovostna vina rumenkasto
zelenkaste do zlato rumene barve, pri vinih posebne kakovosti celo zlate. V' uspelih vinih
najdemo vonj po limoni in po dozorevajocih jabolkih. V zrelih vinih pa na vonje po suhem
listju, €ajih, marelici itd. Vino se uvrS¢a med prijetna, pitna, lazja vina. Govorimo o
nevtralnem, toda uravnotezenem okusu, ki daje vtis lahkotnosti, zivahnosti, vendar po
pozirku kmalu izgine (Nemanic, 1999).

Grozdje in vino predstavljata zelo pomemben vir polifenolnih antioksidantov. Vsebujeta
razlicne polifenole, ki v odvisnosti od stopnje polimerizacije predstavljajo enostavne
fenolne kisline (npr. tartratni ester kavne kisline) do zelo kompleksnih visoko molekularnih
taninov ali proantocianidinov (Rasmussen in sod., 2005). Predvsem slednje spojine imajo
velik pomen pri senzori¢ni kakovosti, saj vplivajo na trpkost, grenkobo, vonj in okus.
Zaradi dokazanih antioksidativnih lastnosti fenolnih spojin vina v in vitro in in vivo
raziskavah proti prostim radikalom in pozitivnega ucinka na nase zdravje, je naSa osnovna
Zelja, da jih z ustreznim znanjem in tehnoloskimi postopki kar najbolj pridobimo,
ohranimo in preprec¢imo njihovo oksidacijo (KoSmerl in sod., 2006). Na sliki 3 je prikazana
osnovna tehnologija pridelave vina.

Grozdje

Pecljanje in maceracija
+—S0,

Stiskanje

Grozdni sok
L <«——Saccharomyces cerevisiae
Fermentacija

ZoreLje

Bistrenje in filtracija
'l <«—Konzervans
Usteklenicenje

Slika 3: Osnovna tehnoloSka shema pridelave vina (Varnam in Sutherland, 1994)
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Fenole v vinu lahko razdelimo v dve veliki skupini: flavonoide in neflavanoide.
Antioksidativne lastnosti posameznega fenola so predvsem mocno odvisne od njegove
kemijske strukture. Zaradi ene ali ve¢ hidroksilnih skupin na benzenovem obrocu ima
vecina fenolov v vinu antioksidativne lastnosti (Vrhovsek, 1996).

2.4.4.1 Flavonoidi

V skupino flavonoidov uvrs¢amo podskupine flavan-3-ole, proantocianidine, antocianidine
in flavonole.

2.4.4.1.1 Flavan-3-oli in proantocianidini

Najbolj znani predstavniki te podskupine so katehin, epikatehin ter proantocianidini B1,
B2, B3 in B4. Monomerne in oligomerne oblike flavan-3-olov so najvaznejsi fenoli v
rdec¢ih vinih. Flavan-3-oli in proantocianidini se nahajajo predvsem v trdih delih grozdne
jagode (kozici, peCkah), medtem ko so njihove koncentracije majhne v grozdnem soku.
Zaradi tega je njihova koli¢ina veliko vecja v rdecih kot v belih vinih. S podaljSevanjem
Casa maceracije se povecuje tudi njihova koncetracija. Koncentracije katehina v rdecih
vinih variirajo med 130 in 400 mg/L, medtem ko so vsebnosti epikatehina priblizno
polovico manjSe. V belih vinih koli¢ina katehina niha med 20-50 mg/L in vrednosti
epikatehina polovico manjSe. Vsebnosti flavan-3-olov in proantocianidinov skupaj se v
rdec¢ih vinih gibljejo od 120 do 3500 mg/L (Vrhovsek, 1996).

2.4.4.1.2 Antocianidini

Antocianidini so rde¢i pigmenti v grozdu, ki se vefinoma nahajajo v jagodni Kkozici.
Njihova struktura vsebuje dva benzenova obroca, povezana s kationsko vezjo. V vinu je
bilo prepoznanih pet molekul z dvemi ali tremi prostimi hidroksilnimi skupinami
(Ribéreau-Gayon in sod., 2006) na B-obrocu (delfinidin, cianidin, petunidin, malvidin in
peonidin). Malvidin in peonidin imata samo eno prosto -OH-skupino v B-obrocu, vendar je
pomembno dejstvo, da sta prav malvidin in peonidin najverjetneje metabolizirana. Koli¢ina
skupnih antocianidinov se giblje, v odvisnosti od sorte, med 40 in 1300 mg/L (Vrhovsek,
1996).

2.4.4.1.3 Flavonoli

V kozici rdec¢ih vinskih sort Vitis vinifera je bilo odkritih pet glikonskih oblik flavonolov:
kvercetin-3-glukoronid,  kvercetin-3-glukozid,  miricetin-3-glukozid, izoramnetin-3-
glukozid in kamferol-3-glukozid. V kozicah belih sort so do sedaj odkrili kvercetin-3-
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glukoronid, kvercetin-3-glukozid in kamferol-3-glukozid. Koli¢insko najpomembnejsa
flavonola, kvercetin-3-glukoronid in kvercetin-3-glukozid, najdemo predvsem v pecljevini
in jagodni kozici. V $tudijah so bile dolo¢ene vsebnosti flavonolov v rde¢ih vinih med 2 in
17 mg/L za kvercetin in 0,0-18,3 mg/L za miricetin. Vsebnosti teh spojin v belih vinih so
pod mejo zaznave (Vrhovsek, 1996).

2.4.4.2 Neflavonoidi

V to skupino uvrs¢amo hidroksicimetne kisline, hidroksibenzojske kisline in stilbene.

2.4.4.2.1 Hidroksicimetne kisline

V to skupino uvrs¢amo kaftarno, kutarno, kavno, p-kumarno, ferulno in fertarno kislino.
Hidroksicimetne kisline so najpomembnejSa skupina neflavonoidov tako v rdecih kot tudi
belih vinih. Medtem ko so v rdeCih vinih najpomembnejsi fenoli flavonoidi, so
hidroksicimetne Kkisline najpomembnejsi fenoli belih vin. Vsebnosti hidroksicimetnih kislin
se v povprec¢ju gibljejo med 20 in 120 mg/L za rde¢a vina, medtem ko so vsebnosti za bela
vina polovico manjSe. V vecini vin je trans-kaftarna Kkislina zastopana v najvecjih
koncentracijah, sledi ji trans-p-kutarna, medtem ko so druge spojine v manjSih
koncentracijah.

Prostih kislin (kavne, p-kumarne in ferulne) v grozdju ni, vendar se tvorijo zaradi esterazne
aktivnosti med vinifikacijo. Vsebnosti prostih kislin so ponavadi majhne in sicer do 2 mg/L
za posamezno prosto kislino. Na njihovo koncentracijo mocno vplivata tehnologija in
skladiS¢enje vina.

Kolicinsko si v vinu hidroksicimetne kisline sledijo takole: trans-kaftarna > trans-p-kutarna
> trans-kavna > trans-p-kumarna > cis-p-kutarna > fertarna > ferulna kislina (Vrhovsek,
1996).

2.4.4.2.2 Hidroksibenzojske kisline

Glavne proste hidroksibenzojske kisline v rdeGem vinu so galna, vanilinska in siringinska
kislina. Galna kislina je mocan antioksidant, ker galna kislina in njeni estri vsebujejo tri
proste hidroksilne skupine. Ekstrahira se iz grozdnih pe¢k in je ponavadi glavna
hidroksibenzojska kislina v rdec¢ih vinih. Njena ekstrakcija je relativno pocasna, zato vecje
koncentracije dobimo z dalj$im maceracijskim ¢asom. V rdecih vinih se vsebnosti gibljejo
okoli 80 mg/L, medtem ko so v belih vinih manjSe (do 10 mg/L, Vrhovsek, 1996).
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2.4.4.2.3 Stilbeni (skupina resveratrola)

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) je v enologiji predmet Stevilnih Studij zadnjih let, saj
naj bi imel zaradi svojih antioksidacijskih lastnosti varovalni u¢inek proti boleznim srca in
ozilja. V vinu se nahaja v Stirih oblikah: cis- in trans-resveratrol ter cis- in trans-glukozid
resveratrola (Vrhovsek in sod., 1996). Na koncentracijo resveratrola v vinu vplivajo
Stevilni dejavniki- od stopnje dozorelosti grozdja in nacina vinifikacije grozdja do nacinov
donegovanja vina. V grozdju se nahaja v jagodni kozici. Zaradi tega je koncentracija
resveratrola dosti vecja v rdecih vinih kot v belih. Najveéje vsebnosti vsote vseh Stirih
oblik resveratrola, dokazane do sedaj, dosegajo v rde¢ih vinih do 30 mg/L, medtem ko se
povprecne vsebnosti za rdeca vina gibljejo med 5 in 7 mg/L. V belih in rose vinih do 1
mg/L. Podatek o priporocljivem dnevnem vnosu od 3 mg do 1 g, priporo¢eno s Strani
ameriSke agencije za hrano in zdravila, pomeni 1000 kozarcev vina. Na vsebnost
resveratrola v vinu vplivajo okolje rasti grozdja (temperatura, vlaznost), sorta vina in na¢in
skladiScenja.

2.4.4.3 SO, (2veplov dioksid)

V najrazli¢nejSih podrocjih zivilske industrije se uporablja zveplov dioksid (pogovorno
2veplo) kot antioksidant in inhibitor (preprecevalec, zaviralec) mikrobioloSke aktivnosti.
Delovanje zvepla v kletarstvu se odraza v vrsti fizikalnih in kemijskih reakcij, ki
vkljucujejo predvsem:

e preprecevanje rasti in/ali ubijanje nezeljenih mikroorganizmov: bakterij rodu
Lactobacillus in Pediococcus ter ne-Saccharomyces kvasovk;

e prepreCevanje delovanja oksidacijskih encimov (polifenoloksidaz-tirozinaz ali
lakaz v inficiranem grozdju);

e vezavo porabnikov Zvepla (acetaldehida, piruvata, keto-glutarata in antocianov);

e preprecevanje reakcij porjavenja, t.j. tvorbo rjavih pigmentov.

Zveplov dioksid je pod normalnimi pogoji plin. Je dobro topen v vodi, njegova topnost pa
je funkcija temperature. Pri niZjih temperaturah je topnost boljsa. Zveplov dioksid,
raztopljen v mostu ali vinu, se obnasa kot kislina, kar se posledi¢no kaze v treh razli¢nih
disociacijskih oblikah, katerih delez je odvisen od pH. Pri pH pod 1,86 prevladuje
molekularna oblika (SO,). Pri pH od 1,86-7,18 je glavna bisulfitna oblika (monohidrogen
sulfitni ion; HSO3), pri pH nad 7,18 pa je glavna sulfitna oblika (sulfitni ion; SO5%). Iz te
delitve je razvidno, da je pri vrednostih pH mosta in vina prevladujoca oblika bisulfitnega
iona, delez ostalih oblik pa je odvisen od pH konkretnega vzorca.

Molekularna oblika Zveplovega dioksida je pomembna zaradi protimikrobnega delovanja,
torej procesov kvara zaradi nezelenih bakterij in kvasovk; hkrati pa je tudi senzori¢no
zaznavna z vonjanjem. Delez molekularne oblike s naras¢ajoco vrednostjo pH pada.

Bisulfitna oblika Zveplovega dioksida je s staliS¢a kletarstva najmanj pomembna zaradi
reakcij vezave Zvepla s porabniki, ki nastanejo med alkoholno fermentacijo:
acetaldehidom, keto-kislinami, oksidiranimi fenolnimi spojinami, antociani in glukozo.
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Pozitiven vidik vezave bisulfitne oblike zlasti z acetaldehidom kot glavnim porabnikom, ki
je produkt reakcij oksidacije mladega vina ali staranja, je senzoricen (predvsem bela vina
pogosto opiSemo kot oksidirana, aldehidna). Druga prednost vezave Zvepla je pri
porjavenju, kjer pride do tvorbe rjavih pigmentov iz oksidiranih fenolnih spojin zaradi
encimskih oksidacij v mostu oziroma kemijskih oksidacij v vinu; v obeh primerih pride do
izgube prostega zveplovega dioksida.

Sulfitna oblika deluje kot antioksidant, Ceprav je prisotna v izredno majhnih koncentracijah
(od 0,006 % pri pH 3,0 do 0,06 % pri pH 4,0). Reakcija sulfitnega iona s kisikom je
relativno hitra, kajti etanol v vinu nekoliko upocasni hitrost reakcije. Nesporno je dejstvo,
da ta reakcija s kisikom upocasni oksidacijo fenolnih spojin ob tvorbi kinonov, tvorbo
acetaldehida in rjavih pigmentov (KoSmerl, 2000).

2.4.5 Dolocanje antioksidantov v vzorcih pijac

2.4.5.1 Dolocanje antioksidativnega potenciala z DPPH’ radikalom

Metodo s prostim radikalom DPPH’ je predstavil Marsden Blois na Univerzi Stanford, ki je
kot modelni antioksidant uporabil cistein in je ena izmed najstarejSih indirektnih metod za
dolocanje antioksidativnega potenciala (Molyneux, 2004; Kedare in Singh, 2011). DPPH’
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilen prosti radikal, ki zaradi delokalizacije prostega
elektrona okoli molekule, le-ta ne tvori dimer, kot bi se zgodilo z mnogimi drugimi
radikali. Delokalizacija na molekuli povzro¢i tudi moc¢no vijoli¢no barvo raztopine DPPH.
Absorpcijski maksimum je pri valovnih dolzinah okoli 520 nm. Ko zmeSamo raztopino s
snovjo, ki lahko odda vodikov atom, se tvori reducirana oblika molekule
difenilpikrilhidrazin (DPPH,) in vijolicna barva raztopine se pretvori v bledo svetlo
rumeno barvo, ki nastane zaradi prisotnosti pikrilne skupine. V sledeci enacbi je prikazan
primer reakcije antioksidanta z DPPH (Molyneux, 2004; Kedare in Singh, 2011).

DPPH + AH «—» DPPH,+ A’ (7)
./ H
OaN N—N 05N N—/™N
NO 3 NO 5

Slika 4: Strukturni formuli difenilpikrilhidrazila (DPPH®) (levo) in difenilpikrilhidrazina
(DPPH,, reducirana oblika) (desno) (Molyneux, 2004)
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Slika 5: Sprememba barve raztopine iz vijoliéne (DPPH®) v bledo svetlo rumeno (DPPH,)
(foto: Hodnik M.)

Ta metoda je hitra, enostavna, poceni in pogosto uporabljena za dolocanje
antioksidativnega potenciala posameznih spojin in njihovih zmesi. Gre za
spektrofotometri¢no merjenje spremembe koncentracije DPPH’. ZmanjSanje koncentracije
DPPH" je posledica reakcije med radikalom DPPH® in antioksidantom. Koli¢ina
preostalega DPPH’ v proucevanem sistemu je merilo za antioksidativni potencial dolocene
spojine (Kedare in Singh, 2011).

2.4.5.2 Doloc¢anje antioksidativnega potenciala z ABTS® radikalom

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

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

V odsotnosti fenolnih snovi je ABTS® radikal precej stabilen, v prisotnosti donorja
vodikovega atoma (fenoli) pa hitro reagira in postane brezbarven (Roginsky in Lissi,
2005). ZmanjSanje absorbance radikala je proporcionalno koncentraciji in aktivnosti
antioksidanta v analiziranem vzorcu (Fernandez-Pachon in sod., 2006).
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Slika 6: Sprememba barve ABTS® iz zeleno-modre oksidirane v brezbarvno reducirano
obliko (foto: Hodnik M.)

Radikal ABTS® je topen v vodnih in organskih topilih in se lahko uporablja za dolo¢anje
antioksidativnega potenciala tako hidrofilnih kot lipofilnih antioksidantov (Arnao, 2000).
Rice-Evans in Miller (1997) sta metodo preizkusila, ko sta Zelela povezati antioksidativno
sposobnost nekega flavonoida z njegovo strukturo. S to metodo sta definirala sposobnost
antioksidantov, da polovijo radikale, v primerjavi s tisto, ki jo ima Troloks (vodotopni
analog vitamina E). Vsebnost antioksidantov v nekem vzorcu tako izrazimo kot Troloks
ekvivalente TEAC (Troloks Equivalent Antioxidant Capacity). Ce je v vzorcu koncetracija
antioksidantov, ki ima enak uéinek kot 1 mM Troloks, ima vzorec 1 TEAC. Za vedji
oziroma manj$i antioksidativni ucinek, je dolo¢ena TEAC vrednost ustrezno vecja ali
manjSa (Abram, 2000).

2.4.5.3 Doloc¢anje skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom

Vsebnost skupnih fenolnih spojin v snovi (npr. vinu) dolo¢amo s Folin-Ciocalteujevo
metodo, ki temelji na tvorbi modro obarvanega kompleksa fenolnih spojin s Folin-
Ciocalteujevim (FC) reagentom (Abram in sod., 2010).
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Slika 7: Vpliv dodanih antioksidantov na nastanek modro obarvanih produktov s FC
reagentom (foto: Hodnik M.)

Pri reakciji med fenolnimi spojinami in FC reagentom pride do oksidacije fenolatov, pri
¢emer zaradi redukcije heteropolnih kislin nastane moder kompleks oz. kromogen, ki ima
absorpcijski maksimum pri 765 nm. Ker so fenolati prisotni le v bazi¢énem mediju, FC
reagent in nastali produkti pa so v takih pogojih nestabilni, izvajamo reakcijo pri Sibko
bazi¢nih pogojih in z veliko koncentracijo reagenta (Roginsky in Lissi, 2005; Prior in sod.,
2005; Karadag in sod., 2009). Vsebnost omenjenega kompleksa dolo¢imo
spektrofotometricno: izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 765 nm (Azes). Vecja
absorbanca pomeni vec¢jo koncentracijo fenolnih spojin. Umeritveno krivuljo pripravimo z
reakcijo FC reagenta z izbrano ¢isto fenolno spojino. Graf odvisnosti A7gs 0d koncentracije
fenolne spojine omogoci, da iz izmerjene vrednosti Azgs odCitamo vrednost koncentracije
skupnih fenolnih spojin v dolo¢eni snovi (Abram in sod., 2010).

Slabost te metode je, da lahko dolo¢imo ve¢ fenolnih spojin, kot jih dejansko je, saj FC
reagent ni specifien in lahko poleg fenolnih spojin reagira tudi z ogljikovimi hidrati,
karotenoidi, aminokislinami, vitaminom C itd. (Prior in sod., 2005).
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3

MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

Za poskus smo izbrali naslednje vzorce pijac:

refosk (suho vino, 8t. serije L002/1000000, reg. st. GO-2065/2010, alk. 11,5 % vol.,
letnik 2010, pridelal in polnil: Vinakoper d.0.0., Smarska cesta 1, Koper),

laski rizling (suho vino, §t. serije 02, $t. steklenic v seriji 42000, §t. odlocbe: MB-
609/10/5, alk. 12,0 % vol., letnik 2009, pridelal in polnil: Jeruzalem Ormoz d.o.0.
(Puklavec & friends), vinorodni okoli$ Stajerska Slovenija),

jaboléni sok (datum proizvodnje 19.9.2011, rok uporabe 18.3.2013, sadni delez 100
%, proizvajalec: Fructal d.d., Ajdovsc¢ina),

propolis (serija 56479, rok uporabe najmanj do 9/2013, sestavine: alkohol, propolis
(14 %), med, rastlinski glicerin, proizvajalec: Boznar ¢ebelarstvo d.o.o., Polhov
Gradec),

zeleni ¢aj (kitajski, St. serije L468, rok uporabe 13.4.2013, v obliki filter vreck 1,8
g, proizvajalec: Zito d.d., Smartinska 154, Ljubljana),

Priprava ¢aja: v 250 mL caSo smo dali 150 mL mQ vode, ki smo jo segreli v
mikrovalovni pecici segreli do vrenja (90 s). Nato smo pocakali, da se je
temperatura vode znizala na 80 °C in dodali filter vrecko ¢aja. V vodi smo jo pustili
3 minute in nato odstranili,

¢rni Caj (indijski, $t. serije L351, rok uporabe 19.8.2013, v obliki filter vreck 1,5 g,
proizvajalec: Zito d.d., Smartinska 154, Ljubljana)

Priprava caja: v 250 mL ¢aSo smo dali 150 mL mQ vode in jo v mikrovalovni
pecici segreli do vrenja (90 s). Nato smo dali v vodo filter vrecko Caja in jo pustili 3
minute. Po tem smo jo odstranili.

in sledeée modelne antioksidante:

dehidroaskorbinska kislina (Aldrich)

katehin (Sigma)

klorogenska kislina (Fluka)

galna kislina (Merck)

epigalokatehin galat (Extra Synthese)

zveplov dioksid (v obliki zveplove(IV) kisline, Merck)
askorbinska kislina (Sigma)

kaftarna kislina

Troloks (Aldrich)

kvercetin (Sigma).
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3.1.2 Laboratorijska oprema

Za poskus smo potrebovali:

UV-VIS spektrofotometer (HP),

UV-VIS spektrofotometer (Varian Cary 100 Bio),
kivete (2,5 mL makro PS, Brand),
avtomatske pipete,

analitska tehtnica

tehtnica (Exacta 2200 EB),

Stoparica,

centrifugirke (15 mL, TPP),
centrifugirke (50 mL, TPP),
mikrocentrifugirke (2 mL, Brand),

pH meter,

kapalke

stojala za epruvete in mikrocentrifugirke,
stresalnik,

centrifuga (Tehtnica Centric 322B),
magnetno mesSalo,

filtrni papir,

injekcijske igle.

3.1.3 Reagenti

ocetna kislina (CH3COOH, M=60,05 g/mol, Merck),

metanol (CH3OH, M=32,04 g/mol, Merck),

etanol (96 % C,HsOH, M=46,07 g/mol, Merck),

2-propanol (CH3CH(OH)CHs, M=60,10 g/mol, Merck),

10 M raztopina NaOH; zatehtali smo 20 g NaOH v ¢a$o in raztopili z mQ vodo v
skupnem volumnu 50 mL,

acetatni pufer; v ¢aSo smo zatehtali ustrezno koli¢ino ocetne kisline in dolili mQ
vodo do skupnega volumna 200 mL. Z 10 M NaOH smo nato uravnavali na
vrednost pH 5. Tako smo pripravili 250 mM raztopino acetatnega pufra, ki smo ga
uporabili v poskusu,

TRIS pufer; v ¢aSo smo zatehtali ustrezno koli¢ino TRIS-a. Nato smo izracunali
potreben dodatek mQ vode. Tako dobljeno raztopino smo razdelili na dva dela in
pH uravnavali z ocetno kislino na vrednosti pH 7,4 in 5. Kon¢na koncentracija
Tris-a je bila 250 mM.

fosfatni pufer; v ¢aso smo natehtali 1,44 g 10 mM Na,HPQO, in 0,279 1,8 mM
KH,PO,. Dodali smo 1000 mL mQ vode in s HCI uravnali pH vrednost na 7,4.
Fosfatni pufer ima kon¢no koncentracijo 5 mM.

20 % raztopina natrijevega karbonata (Na,COs3),
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Folin-Ciocalteu reagent (SIGMA); tik pred uporabo smo ga razdrecili z mQ vodo v
razmerju 1:2 (1 mL FC reagenta + 2 mL mQ vode),

ABTS (2,2-azino-bis(3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonic acid), CigH1sN4OgS4,
M=514,62 g/mol, SIGMA); v ¢aso smo na 10 mL mQ vode dodali 25 mg ABTS
reagenta (ALDRICH). Nato smo v ¢aso dodali prebitek manganovega dioksida.
Caso smo prekrili z aluminijasto folijo ter na magnetnem mesalu mesali eno uro. Po
koncu meSanja smo raztopino centrifugirali 10 minut ter nato prefiltrirali skozi
filtrni papir. Tako smo dobili koncentriran ABTS, ki smo ga v poskus dodali toliko,
da smo dobili vrednost zacetne absorbance okrog 1,

DPPH®  (2,2-diphenyl-1-pikryl-hydrazil, = Ci;gH12NsOs, M=394,32  g/mol,
ALDRICH); v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 2 mg DPPH® in dodali 5 mL
metanola. Tako smo pripravili =1 mM raztopino, ki smo jo ob ustreznem
razredCenju uporabili v poskusih.
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Umeritvene krivulje

3.2.1.1 Umeritvena krivulja za Troloks s Folin-Ciocalteu metodo

V vsako 2 mL centrifugirko smo odpipetirali razlicne volumne 1 mM Troloksa,
raztopljenega v metanolu, in dopolnili z metanolom do 120 pL.

Preglednica 5: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo Troloksa z FC reagentom

Kon¢éna kone.  Volumen Volumen Volumen mQ Volumen FC Volumen 20%
Troloksa (uM)  Troloksa s konc.  metanola H,O (uL) reagenta (UL)  Na,CO;(uL)
1mM (uL) (ML)

0 0 120 1380 250 250

5 10 110 1380 250 250

10 20 100 1380 250 250

15 30 90 1380 250 250

20 40 80 1380 250 250

30 60 60 1380 250 250

40 80 40 1380 250 250

60 120 0 1380 250 250

Razliko do 1500 pL smo dopolnili z mQ vodo. Nato smo v centrifugirke dodali 250 pL
Folin-Ciocalteu reagenta in premesali. Po 5 minutah smo dodali 250 pL 20 % raztopine
Na,COs3 in ponovno premesali. Po 60 minutah inkubacije na sobni temperaturi, smo
vsebino centrifugirk prenesli v 2,5 mL PS kivete in izmerili absorbanco proti slepemu
vzorcu pri valovni dolzini 765 nm. S pomocjo enacbe premice umeritvene krivulje s
Troloksom smo izracunali koncentracijo skupnih fenolnih spojin v vzorcih pija¢ in jo
izrazili kot ekvivalent Troloksa (mmol/L).

3.2.1.2 Umeritvena krivulja za Troloks z ABTS metodo

Umeritvene krivulje z ABTS metodo smo naredili v treh razli¢nih topilih. V vseh primerih
smo v test dodajali 1 mM Troloks, raztopljen v metanolu. Uporabili smo naslednja topila:

a.) 5 mM fosfat pH 7,4
b.) mQ voda
c.) metanol
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. dolo¢ene z DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu metodo.

V stojalu smo si pripravili 2 mL centrifugirke in sicer tri paralelke za slepe vzorce in dve
paralelki za standardne raztopine Troloksa.

Preglednica 6: Priprava umeritvenih krivulj za Troloks v razli¢nih topilih za ABTS test

V topilu a V topilu b V topilu ¢
ABTS 60 pL 60 pL 60 pL
Topilo 1860 uL 1860 L 1860 pL
Troloksv  MeOH | Troloksv  MeOH | Troloksv mQ voda
MeOH MeOH MeOH
0 pL 80 pL 0 pL 80 pL 0 pL 80 pL

10 pL 70 pL 10 uL 70 pL 10 uL 70 uL
20 pL 60 pL 20 pL 60 pL 20 pL 60 uL
30 uL 50 pL 30 uL 50 pL 30 uL 50 pL
40 uL 40 uL 40 uL 40 L 40 uL 40 yL
60 pL 20 pL 60 pL 20 pL 60 pL 20 uL

Po 60-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo izmerili absorbance pri valovni dolZini
734 nm.

3.2.1.3 Umeritvena krivulja za Troloks z DPPH metodo

Kot pri umeritvenih krivuljah z metodo ABTS, smo tudi tu naredili tri umeritvene krivulje.
V vseh primerih smo v test dodajali 1 mM Troloks, raztopljen v metanolu. Uporabili smo
naslednja topila:

a.) metanol
b.) 50 % metanol in 50 % 50 mM TRIS pH 7,4
c.) 50 % metanol in 50 % 50 mM acetatni pufer pH 5

V stojalo smo si pripravili 2 mL centrifugirke in sicer tri paralelke za slepe vzorce in dve
paralelki za standardne raztopine Troloksa.
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... dolo¢ene z DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu metodo.

Preglednica 7: Priprava umeritvenih krivulj za Troloks v razli¢nih topilih za DPPH test

V topilu a V topilu b V topilu ¢
1mM DPPH 200 pL 200 pL 200 pL
TRISpH 7,4 - 1000 pL -

acetatni pufer pH 5 - - 1000 pL
MeOH  Troloksv | MeOH Troloksv | MeOH  Troloksv
MeOH MeOH MeOH
1800 pL 0 pL 800 pL 0 pL 800 pL 0 puL
1790 pL 10 pL 790 pL 10 pL 790 pL 10 pL
1780 pL 20 pL 780 pL 20 pL 780 pL 20 pL
1770 pL 30 pL 770 pL 30 pL 770 puL 30 pL
1760 pL 40 pL 760 pL 40 pL 760 pL 40 pL
1740 pL 60 pL 740 pL 60 pL 740 pL 60 pL
1720 pL 80 pL 720 pL 80 uL 720 pL 80 pL

Po 60-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo izmerili absorbance pri valovni dolZini
520 nm.

3.2.2 I1zvedba eksperimenta pri razli¢nih ¢asih inkubacije s Folin-Ciocalteu metodo

Za vsak vzorec pija¢ ali modelnega antioksidanta (MAO) smo v 15 mL centrifugirki
pripravili meSanico, ki je vsebovala 9360 pL mQ vode, 390 pL doloc¢ene koncentracije
modelnih antioksidantov (preglednica 8) ali 390 pL razred¢enega vzorca pijac (preglednica
9) ter 1625 pL Folin-Ciocalteu reagent.

RazredcCitve vzorcev pijac v testu so bile za zeleni ¢aj 1:1000, za jabol¢ni sok 1:60 in za
propolis 1:6000. Koncentracije MAO v testu so bile za katehin 15 pM in 18 uM za galno
kislino in CAPE. Te koncentracije se nanaSajo na stanje po dodatku natrijevega karbonata
v reakcijsko meSanico.

V stojalu smo imeli pripravljene 2 mL centrifugirke s 125 puL 20 % raztopine Na,COs3. Ob
razli¢nih Casih inkubacije vzorca v kislem smo dodali 875 pL pripravljene meSanice v
centrifugirke in premesali. Casi inkubacije so bili 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 480 in 1200
sekund. Po 60-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo vsebino centrifugirk prenesli v
1,5 mL PS kivete in izmerili absorbanco proti slepemu vzorcu pri valovni dolzZini 765 nm.
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Preglednica 8: Modelni antioksidanti (MAQ) za prikaz odvisnosti antioksidativne
aktivnosti od razli¢nih ¢asov inkubacije pri metodi Folin-Ciocalteu

MAO PRIPRAVA

KATEHIN V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 5 mg katehina in dodali 38
mL mQ vode. Tako smo dobili 0,45 mM raztopino.

GALNA KISLINA V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 3 mg galne kisline in dodali
32,7 mL mQ vode. Tako smo dobili 0,54 mM raztopino.

CAPE V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 6,96 mg CAPE in dodali 45
mL metanola. Tako smo dobili 0,54 mM raztopino.

Preglednica 9: Priprava razred¢itev posameznih pija¢ za prikaz odvisnosti antioksidativne
aktivnosti od Casa inkubacije pri metodi Folin-Ciocalteu

PIJACA PRIPRAVA RAZREDCITVE

ZELENI CAJ V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,30 mL zelenega ¢aja in
dodali 9,70 mL mQ vode.

JABOLCNI SOK V 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 5 mL jabol¢nega soka in
dodali 5 mL mQ vode.

PROPOLIS V 2 mL centrifugirko smo odpipetirali 0,2 mL propolisa in
dodali 1,8 mL metanola. Nato smo 0,5 mL razredCenega
propolisa prenesli v 15 mL centrifugirko in dodali 9,5 mL
metanola.

3.2.3 Vpliv topil na doloéen AOP z DPPH in ABTS

3.2.3.1 Dolocanje vpliva topila na AOP vzorcev in modelnih antioksidantov z ABTS pri
734 nm

Za test smo uporabili razli¢na topila, in sicer 5 mM PBS pufer s pH 7,4, mQ vodo in
metanol. Slepe probe smo delali v treh paralelkah, eksperimente z vzorci pa v dveh
paralelkah, in sicer tako, da smo v vse 2 mL centrifugirke dodali 1900 pL topila in 40 puL
razredCenega vzorca ali modelnega antioksidanta z doloceno koncentracijo. Nato smo v
razmaku 30 sekund v centrifugirke dodajali 60 puL ABTS reagenta. Po 60 minutah
inkubacije pri sobni temperaturi smo izmerili absorbanco v 2,5 mL PS kivetah pri valovni
dolzini 734 nm.

3.2.3.2 Dolocanje vpliva topila na AOP vzorcev in modelnih antioksidantov z DPPH pri
520 nm

Za test smo uporabili tri razli¢na topila, in sicer metanol, 50 % acetatni pufer s pH 5 in 50
% TRIS acetatni pufer s pH 7,4 (pri obeh je preostalih 50 % metanola). Slepe probe smo
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delali v treh paralelkah, eksperimente z vzorci pa v dveh, in sicer tako, kot je prikazano v
preglednici 7 za dodatek 40 pL Troloks-a. V 2 mL centrifugirke smo dali ustrezno topilo
(oziroma meSanico) ter 40 pL razred¢enega vzorca ali modelnega antioksidanta z dolo¢eno
koncentracijo. Nato smo v razmaku 30 sekund v vsako centrifugirko dodali 200 uL DPPH
v metanolu. Po 60 minutah inkubacije pri sobni temperaturi smo izmerili absorbanco v 2,5
mL PS kivetah pri valovni dolzini 520 nm.

3.2.3.3 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v vzorcih in modelnih antioksidantih s Folin-
Ciocalteu reagentom

V 2 mL centrifugirke smo dodali 1440 pL mQ vode, 60 pL vzorca in 250 pL Folin-
Ciocalteu reagenta. Po 5 minutah smo dodali Se 250 pL 20% raztopine Na,COs in
premesali. Po 60-minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo izmerili absorbanco v 2,5
mL PS kivetah pri 765 nm.

Preglednica 10: Kon¢ni razred¢itveni faktorji pri dolo¢anju vpliva topila in pH na
antioksidativno aktivnost

ABTS 74 ABTS ABTS DPPH DPPHS5 DPPH FC
mQ MeOH MeOH 7,4

¢rni Caj 1:1500 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:500
zeleni Caj 1:3000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:2000 1:1000

propolis 1:20000 1:8000 1:8000 1:8000 1:8000 1:14000  1:5328

jabol¢ni 1:170 1:70 1:70 1:70 1:70 1:70 1:60
sok

laski 1:300 1:140 1:140 1:140 1:140 1:140 1:150
rizling

refosk 1:1500 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:1000 1:600
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Preglednica 11: Kon¢ne koncentracije (UM) modelnih antioksidantov pri dolo¢anju vpliva
topila in pH na antioksidativno aktivnost

ABTS  ABTS ABTS DPPH DPPH5 DPPH FC

7.4 mQ MeOH MeOH 7.4
klorogenska kislina 15 15 15 15 15 13 20
galna kislina 3 7 7 7 7 7 15
askorbinska kislina 20 20 20 20 20 20 30
kaftarna kislina 10 15 15 15 15 10 20
dehidroaskorbinska 300 300 300 300 300 100 100
kislina
epigalokatehin 2 4 4 4 2 2 5
galat
katehin 5 ) 5 15 10 7,5 15
Zveplov dioksid 40 40 400 120 40 40 1000
(SO.)
Troloks 20 20 20 20 20 20 30

3.2.4 Kinetika reakcije vzorcev in modelnih antioksidantov v testih za dolo¢anje AOP

Kinetiko vzorcev in modelnih antioksidantov smo analizirali na enak nac¢in kot v tocki
3.2.3, le da so tudi vzorci pijac imeli enako razred¢itev in modelni AO enake koncentracije
v vseh topilih. Delali smo na spektrofotometru Varian Cary 100 bio, ki omogoca
spremljanje sprememb absorbance za Sest kivet hkrati. Najprej smo s spektrofotometrom
spremljali stabilnost slepih vzorcev. Nato smo za vsak vzorec pija¢ in modelnih
antioksidantov posebej v 2 mL centrifugirkah pripravili mesSanico topil in reagenta. Po
dodatku vzorca smo 120 minut spremljali spreminjanje absorbance.
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Preglednica 12: Kon¢ni razred¢itveni faktorji pri spremljanju kinetike vzorcev pija¢

VZOREC PIJAC FAKTOR R (kon¢na razredditev v testu)
zeleni caj ABTS: 2500
DPPH: 1400
propolis ABTS: 22000
DPPH: 9000
jabol¢ni sok ABTS: 130
DPPH: 50

Preglednica 13: Konéne koncentracije modelnih antioksidantov pri spremljanju kinetike
modelnih antioksidantov

MODELNI KONCENTRACIJA (koné¢na koncentracija v testu v uM)
ANTIOKSIDANT
CAPE ABTS: 11
DPPH: 10
galna kislina ABTS: 4
DPPH: 9
katehin ABTS: 5

DPPH: 10
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4 REZULTATI

4.1 UMERITVENE KRIVULJE

4.1.1 Umeritvena krivulja za Troloks z metodo Folin-Ciocalteu

0,6

0,5 °
y =0,0079x
R2 =0,9964

0,4
0,3 /
0,2

0,1 /

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Molarna koncentracija (umol/L)

A765

Slika 8: Grafi¢ni prikaz umeritvene krivulje za Troloks po metodi za doloc¢anje
koncentracije skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu reagentom.

Na sliki 8 je prikazana umeritvena krivulja za Troloks po Folin-Ciocalteu metodi. V
testiranem koncentracijskem obmocju smo doloc¢ili linearno odvisnost Azgs 0d
koncentracije. Umeritvene krivulje, ki smo jih pripravili s Troloksom, smo uporabili za
vrednotenje vsebnosti polifenolov v vzorcih pija¢, ki smo jih izrazali kot ekvivalent
Troloksa.
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4.1.2 Umeritvene krivulje za Troloks z ABTS metodo
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Slika 9: Grafi¢ni prikaz umeritvenih krivulj za Troloks po ABTS metodi

Na sliki 9 so prikazane umeritvene krivulje za Troloks po ABTS metodi. V testiranem
koncentracijskem obmoc¢ju smo dolocili linearno odvisnost A734 od koncentracije. Najvecji
signal (A7z4) pri enaki koncentraciji Troloksa smo dolocili pri preizkusu, ki je potekal v
mQ vodi. NajmanjSega smo dolo¢ili pri testu, ki je potekal pri pH 7,4.

Naklone pridobljene iz umeritvenih krivulj smo uporabili pri dolocevanju AOP vzorcev

pija¢ in modelnih antioksidantov.
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4.1.3 Umeritvene krivulje za Troloks z DPPH metodo

W50 % metanol in 50 % pH 7,4

50 % metanol in 50 % acetatni pufer pH 5

50

1.2 y=0,026x
R?=0,9981
1 y=0,0255% A
R?=0,9994 y =0,0233x
- / =07
< 0,6
0,4
0,2 /
0 ' ] T T T T 1
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Slika 10: Grafi¢ni prikaz umeritvenih krivulj za Troloks po DPPH metodi

Na sliki 10 so prikazane umeritvene krivulje za Troloks po DPPH metodi. V testiranem
koncentracijskem obmoc¢ju smo dolocili linearno odvisnost Asyg od koncentracije. Najvecji
signal (dAsyo) pri enaki koncentraciji Troloksa smo dolo¢ili pri preizkusu, ki je potekal v
metanolu. NajmanjSega smo dolocili pri testu, ki je potekal v pogojih z 50 % metanola in
50 % acetatnega pufra pH 5.

Naklone pridobljene iz umeritvenih krivulj smo uporabili pri dolocevanju AOP vzorcev
pija¢ in modelnih antioksidantov.
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4.2 VPLIV CASA INKUBACIE ANTIOKSIDANTOV IN FOLIN-CIOCALTEU
REAGENTA PRED DODATKOM BAZE NA IZMERJEN AOP

0,5 T®%® o °
o
0,45 °
0,4
035 {bse ¢ * A4
w 0,3
<E,2 Nl s ® ® X X
025 ¢ o
0,2
0,15 ,51. | = |
0,1 T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Cas inkubacije (s)
#Jabol¢ni sok  MZeleni ¢aj  ePropolis  +Katehin X Galnakislina @ CAPE

Slika 11: Odvisnost razliénih ¢asov inkubacije antioksidantov in FC reagenta pred
dodatkom baze pri metodi Folin-Ciocalteu

Na sliki 11 so za tri vzorce pija¢ in tri vzorce modelnih antioksidantov prikazane
odvisnosti absorbance od ¢asa inkubacije. Cas inkubacije je ¢as, ki mine med dodatkom
Folin-Ciocalteu reagenta in 20 % Na,COs. Najkrajsa inkubacija pred dodatkom karbonata
je bila 15 sekund, najdaljsa pa 20 minut.

Preglednica 14: Vpliv ¢asa inkubacije pred dodatkom natrijevega karbonata na izmerjeno
absorbanco pri 765 nm pri FC metodi

Jabol¢ni Zeleni Propolis Katehin Galna CAPE
sok ¢aj kislina

Dodatek Na,CO; po 15 0,36011 0,16144 0,49763 0,35866 0,2852 0,28907
sekundah (A765)

Dodatek Na,COj3 po 20 0,36094 0,1579 0,46116 0,3465 0,27654  0,25379
minutah (Azes)

Razlika (%) +0,2 -2,2 -7,9 -35 -3,1 - 14




36

Hodnik M. Primerjava antioksidativne aktivnosti modelnih antioksidantov ... dolo¢ene z DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu metodo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2014

Pri jabol¢nem soku smo opazili zacetno padanje absorbance pri kratkih ¢asih inkubacije.
Pri daljsih ¢asih inkubacije se vrednost absorbance rahlo zvisa na prvotno vrednost. V
primeru jabol¢nega soka je ¢as inkubacije tudi najmanj vplival na AOP. V vseh ostalih
primerih pa je bila absorbanca po 20-minutni inkubaciji manjSa od najkrajsega Casa, to je
15 sekund. V vzorcih pija¢ pa smo najvecjo odvisnost ¢asa inkubacije na AOP zasledili v
vzorcu propolisa. Modelna antioksidanta katehin in galna kislina imata podobno
spremembo med prvo in zadnjo tocko. Najvecja razlika med prvo in zadnjo tocko je bila
pri modelnem antioksidantu CAPE, Kjer je bila v primeru 20-minutne inkubacije
absorbanca manj3a za 14 %.

Videli smo, da pri krajsSih ¢asih inkubacije ne pride do velikih razlik v absorbanci, zato
smo se odlocili, da bomo uporabljali ¢as inkubacije 5 minut, ki se tudi najveckrat
uporablja.

Na izmerjeno absorbanco in s tem dolo¢en AOP pa vpliva tudi ¢as od dodatka natrijevega
karbonata do meritve absorbance. Da bi analizirali vpliv ¢asa inkubacije po dodatku
karbonata, smo izvajali kontinuirne meritve, kjer smo najprej dodali FC reagent in vzorec,
nato po 5 minutah Se natrijev karbonat ter kontinuirno spremljali absorbanco do 120 minut.
Rezultati so prikazani na sliki 12. Razvidno je, da po dodatku karbonata pride do hitrega
nara$¢anja absorbance. Po priblizno 20 minutah se hitrost zelo zmanjsa in je po 60 minutah
ze skoraj zanemarljiva. Zato smo se odlocili, da bomo meritve absorbance pri metodi FC
merili po 60 minutah inkubacije.

0,6
0,5
0,4
= Jabol¢éni sok
0,3 ——Zeleni Caj
© ——Propoli
4 ropolis
0,2 ——Galna kislina
— Katehin
0,1 == CAPE
0
) 20 40 60 80 100 120
-0,1 <
Cas (min)

Slika 12: Prikaz kinetike po metodi Folin-Ciocalteu za vzorce pija¢ in modelnih
antioksidantov (MAO)
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4.3. KINETIKA REAKCI] ANTIOKSIDANTOV V RAZLICNIH TOPILIH Z
RADIKALOMA ABTS IN DPPH

4.3.1 Stabilnost ABTS in DPPH v razli¢nih topilih

1,25
\
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ABTS pH
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0,9 — r 1. 1 1.1 1. 111 1.1 1.1 11 1. T 1T T T T 11
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Slika 13: Stabilnost ABTS (zgoraj) in DPPH (spodaj) v izbranih topilih

Na sliki 13 je prikazan vpliv inkubacije ABTS in DPPH v razli¢nih topilih na spremembo
absorbance v odsotnosti reducentov. S pomocjo tega prikaza lahko tudi ocenimo stabilnost
ABTS in DPPH v ¢asu 120 min. Opazili smo, da je v mQ vodi radikal ABTS zelo stabilen,
Cesar pa ne moremo trditi za ostala dva pogoja. V pH 7,4 je bila dA na uro enaka 0,043 v
prvi uri in 0,041 v drugi uri. Absorbanca se je v 120 minutah zmanjSala za 7,9%. Ko smo
za topilo uporabili metanol, je bila dA na uro v prvi uri enaka 0,036 in 0,028 v drugi uri.
Zmanjsanje absorbance je znasalo 5,3 %.

Pri vseh treh topilih za DPPH lahko opazimo zmanjSanje absorbance. VV metanolu pride v
prvi uri spremljanja stabilnosti do 0,0099 dA na uro in v drugi uri 0,008 dA na uro. V
celotnem Casu inkubacije se absorbanca zmanjsa za 1,7 %. Pri pH 5 pride do dA na uro v
prvi uri za 0,06 in v drugi uri za 0,04. Absorbanca se je torej v 120 minutah zmanjSala za
10,2 %. V slepem vzorcu s pH 7,4 pa opazimo zmanjSanje absorbance v prvi uri za 0,03 in
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v drugi uri za 0,025. V celotnem ¢asu se je absorbanca zmanjsala za 5,3 %. 1z teh podatkov
ugotovimo, da je DPPH najbolj stabilen v metanolu.

4.3.2 Potek reakcije modelnih antioksidantov in antioksidantov v vzorcih pija¢ z
ABTS in DPPH v razli¢nih topilih

4.3.2.1 Jabol¢éni sok

1,2
- I
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Slika 14: Hitrost reakcije med antioksidanti v jabol¢nem soku in ABTS (zgoraj) ter DPPH
(spodaj) v razli¢nih topilih. Razred¢itev jabol¢nega soka v testu je pri ABTS 1:130 in pri
DPPH 1:50.

Na sliki 14 je prikazana hitrost reakcije za vzorec jabol¢nega soka. Pri uporabi ABTS
reagenta opazimo, da kljub enaki razred¢itvi pride pri pH 7,4 do vejega zmanjSanja
absorbance. V metanolu je zacetna amplituda vecja kot v mQ vodi. Po 1 minuti od dodatka
vzorca pride pri pH 7,4 do zacetnega upada absorbance za 0,34, pri mQ vodi je dA 0,15 in
pri metanolu 0,22. Pri daljsih ¢asih inkubacije pa ne opazimo ve¢jih razlik. Glede na to, da
smo pri testih stabilnosti reagentov opazili veliko stabilnost reagenta v mQ vodi,
predvidevamo, da je padanje v mQ vodi realno, medtem ko je v metanolu lahko posledica
nestabilnosti ABTS. ABTS je manj stabilen tudi pri pH 7,4, vendar je hitrost zmanjSevanja
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absorbance precej vecja kot v odsotnosti antioksidantov, zato lahko velik del amplitude pri
dalj$ih casih pripiSemo antioksidantom v jabol¢nem soku.

Ko smo uporabili reagent DPPH opazimo, da je zaCetna amplituda pri metanolu najmanjsa
in sicer se absorbanca po 1 minuti od dodatka vzorca zmanjsa za 0,25, medtem ko pri pH 5
za 0,34 in pH 7,4 za 0,33. Med slednjima torej ni velike razlike. Glede na to, da je DPPH
stabilen v metanolu, predvidevamo, da je zmanjSevanje absorbance pri daljsih Casih
inkubacije povezano z antioksidanti, medtem ko v prisotnosti pufrov dolofen delez
zmanjSane absorbance lahko pripiSemo nestabilnosti DPPH.

4.3.2.2 Zeleni ¢aj
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Slika 15: Hitrost reakcije med antioksidanti v zelenem ¢aju in ABTS (zgoraj) ter DPPH
(spodaj) v razli¢nih topilih. RazredCitev zelenega Caja v testu je pri ABTS 1:2500 in pri
DPPH 1:1400.

Na sliki 15 je prikazana hitrost reakcije za vzorec zelenega Caja. Zgornji graf predstavlja
hitrost reakcije ob uporabi reagenta ABTS. Pri pH 7,4 opazimo hiter zacetni upad
absorbance in sicer je dA po 1 minuti od dodatka vzorca enak 0,39 ter nadaljne padanje
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absorbance skozi celoten Cas opazovanja. ZmanjSevanje absorbance je lahko posledica
nestabilnosti reagenta ABTS v pH 7,4, kakor tudi antioksidantov v zelenem c¢aju. Pri
ostalih dveh topilih ravno tako pride do velike zacetne amplitude padanja absorbance in
sicer je dA po 1 minuti inkubacije pri mQ vodi enak 0,26 ter v metanolu 0,35. Glede na to,
da je reagent stabilen v mQ vodi, je lahko padanje realno in ga pripisujemo antioksidantom
v zelenem ¢aju, medtem ko je v metanolu lahko posledica slabSe stabilnosti reagenta.

Na spodnjem grafu je prikazana hitrost reakcije za reagent DPPH. V metanolu opazimo
zacetno amplitudo padanja absorbance, ki pa je v primerjavi z ostalima dvema topiloma,
nizja. V prvi minuti po dodatku vzorca je dA v metanolu enak 0,11, sledi mu pH 5 z 0,27
in pH 7,4 z zelo visoko spremembo dA in sicer za 0,4. Glede na to, da je reagent DPPH v
metanolu stabilen, predvidevamo, da pri dalj$ih Casih inkubacije reakcija poteka med
radikalom DPPH® in antioksidanti v vzorcu. Pri topilih s pH 5 in 7,4 opazimo pri daljih
¢asih inkubacije nadaljnje zmanjSevanje absorbance, kar lahko kljub slabsi stabilnosti v teh
topilih v veliki meri pripiSemo antioksidantom v zelenem ¢aju.

4.3.2.3 Propolis
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Slika 16: Hitrost reakcije med antioksidanti v propolisu in ABTS (zgoraj) ter DPPH
(spodaj) v razli¢nih topilih. RazredCitev propolisa v testu je pri ABTS 1:22000 in pri
DPPH 1:9000.
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Na sliki 16 je prikazana hitrost reakcije za vzorec propolisa. Zgornji graf predstavlja
rezultate dela z ABTS reagentom. Najvecja zacetna amplituda zmanjSanja absorbance je
pri pH 7,4 in sicer v prvi minuti po dodatku vzorca za 0,52. Padec absorbance znaSa v mQ
vodi 0,25 po eni minuti inkubacije. Pri daljsih ¢asih inkubacije se absorbanca zmanjsuje v
obeh topilih. Glede na dobro stabilnost reagenta v mQ vodi, sklepamo, da je pri tem topilu
reakcija potekala med AO vzorca propolisa in reagentom, medtem ko pri pH 7,4 vsaj del
zmanjSanja absorbance lahko pripiSemo nestabilnosti reagenta v topilu. V metanolu se
absorbanca po 1 minuti zmanjSa za 0,29. Nadaljnje zmanjSevanje absorbance je lahko tudi
posledica slabSe stabilnosti ABTS.

Na spodnjem grafu je prikazana hitrost reakcije za reagent DPPH. V prvi minuti po
dodatku vzorca se je pri metanolu absorbanca zmanjsSala za 0,21, pri pH 5 za 0,31 in najvec
v pH 7,4 in sicer za 0,37. V vseh treh topilih smo prica podobnemu zmanjSevanju
absorbance pri daljSih Casih inkubacije. Zaradi vecje stabilnosti DPPH v metanolu je
zmanjSevanje absorbance v tem topilu skoraj zagotovo posledica reakcij z antioksidanti v
propolisu.

4.3.2.4 CAPE
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Slika 17: Hitrost reakcije med modelnim antioksidantom CAPE in ABTS (zgoraj) ter
DPPH (spodaj) v razli¢nih topilih. Koncentracija CAPE v testu je pri ABTS 11 pM in pri
DPPH 10 pM.
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Na sliki 17 je prikazana hitrost reakcije za modelni AO CAPE. Zgornji graf predstavlja
pridobljene rezultate pri uporabi ABTS reagenta. Pri vseh treh topilih opazimo zacetno
amplitudo padanja absorbance, ki pa je pri vseh treh topilih enaka dA=0,33. Vendar pa se
pri mQ vodi in metanolu zmanjSevanje absorbance pri dalj$ih casih inkubacije zelo
upocasni, medtem ko pri pH 7,4 reakcija poteka naprej. Pri pH 7,4 je kljub manjsi
stabilnosti ABTS v tem topilu zmanjSevanje absorbance povezano z reaktivnostjo CAPE.
To lahko trdimo zato, ker tudi pri preizkusu stabilnosti reagentov nismo dobili tako hitrega
padanja absorbance kot v primeri modelnega AO CAPE.

Pri uporabi DPPH reagenta je dA v prvi minuti inkubacije v metanolu enaka 0,25, v pufru
pH 5 0,29 in v pufru pH 7,4 je dA v prvi minuti 0,32. V vseh treh topilih se absorbanca
zmanjSuje bolj kot pa zaradi slabSe stabilnosti DPPH v samih topilih, kar lahko pripisemo
antioksidativni aktivnosti delno oksidiranih produktov CAPE.

4.3.2.5 Katehin
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Slika 18: Hitrost reakcije med modelnim antioksidantom katehinom in ABTS (zgoraj) ter
DPPH (spodaj) v razli¢nih topilih. Koncentracija katehina v testu je pri ABTS 5 uM in pri
DPPH 10 pM.
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Na sliki 18 je prikazana hitrost reakcije za modelni AO katehin. Na zgornjem grafu so
prikazani rezultati dela z ABTS reagentom in v treh razli¢nih topilih. V prvi minuti po
dodatku vzorca se je absorbanca pri pH 7,4 znizala za 0,45, pri mQ vodi za 0,38 in pri
metanolu za 0,4. Pri daljsih Casih inkubacije opazimo najhitrejSe padanje absorbance pri
pH 7,4, medtem ko se v metanolu reakcija skoraj zaustavi.

Na spodnjem grafu so prikazani rezultati dela z DPPH reagentom v treh razli¢nih topilih.
Ravno tako kot pri ostalih vzorcih je zacetna amplituda zelo visoka. Pri metanolu se je
absorbanca v prvi minuti inkubacije znizala za 0,15, pri pH 5 za 0,26 in v pH 7,4 za 0,36.
Po hitrem zacetnem delu reakcije sledi pocasni del. Glede na to, da je reagent DPPH dobro
stabilen v metanolu, sklepamo, da je padanje absorbance rezultat dejanske reakcije z delno
oksidiranim katehinom. Pri ostalih dveh topilih pa je padanje absorbance v manjsi meri
lahko posledica tudi slabSe stabilnosti reagenta v teh topilih.

4.3.2.6 Galna kislina
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Slika 19: Hitrost reakcije med modelnim antioksidantom galno kislino in ABTS (zgoraj)
ter DPPH (spodaj) v razli¢nih topilih. Koncentracija galne kisline v testu je pri ABTS 4
UM in pri DPPH 9 uM.
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Na sliki 19 je prikazana hitrost reakcije za modelni AO galno kislino. V prvi minuti
inkubacije pri pH 7,4 se absorbanca zmanjsa za 0,43, v mQ vodi za 0,32 in v metanolu za
0,38. Po hitri zacetni spremembi sledi faza po¢asnega padanja in sicer pri mQ vodi kot
rezultat dejanske reakcije (zaradi dobre stabilnosti reagenta v topilu), medtem ko pri
metanolu predvsem posledica slab3e stabilnosti ABTS.

Tudi pri reagentu DPPH opazimo hiter zacetni upad vrednosti absorbance in sicer V prvi
minuti po dodatku vzorca v metanolu za 0,43, v pH 5 za 0,57 in v pH 7,4 za 0,52. V
primerjavi z dosedanjimi vzorci je zanimivo, da je edino pri tem zacetna amplituda najvisja
v pH 5. Po hitrem zacetnem padcu absorbance sledi faza poCasnega padanja, ki je pri vseh
treh z na videz enako hitrostjo. Reagent DPPH je najbolj stabilen v metanolu, iz ¢esar
lahko sklepamo, da je tu niZanje absorbance zagotovo rezultat dejanske reakcije vzorca z
reagentom.

4.3.2.7 Kvercetin
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Slika 20: Hitrost reakcije med modelnim antioksidantom kvercetinom in DPPH v razli¢nih
topilih. Koncentracija kvercetina v testu je 10 uM.

Na sliki 20 je prikazana hitrost reakcije za modelni AO kvercetin s koncentracijo 10 uM.
Po dodatku vzorca se absorbanca v prvi minuti zmanj$a v metanolu za 0,28, v pH 5 za 0,34
in pri pH 7,4 za 0,54, kar je ve¢ kot polovi¢no zmanjSanje zacetne vrednosti absorbance. V
pocasni fazi se absorbanca najhitreje zmanjSuje v metanolu.
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4.4. DOLOCITEV AOP MODELNIH ANTIOKSIDANTOV IN VZORCEV PIJAC Z
DPPH, ABTS IN FC REAGENTOM

Analiza rezultatov vpliva reakcijskih pogojev na hitrost reakcije antioksidantov z DPPH in
ABTS je pokazala, da so razlike med razlicnimi topili v poteku reakcije za nekatere
antioksidante relativno velike. Ker sta DPPH in ABTS v doloc¢enih topilih nestabilna, smo
se odlocili, da bomo antioksidante inkubirali 60 minut, saj bi daljsi casi inkubacije lahko
rezultirali v eksperimentalnih artefaktih. Pri FC metodi nismo ugotovili vecjih vplivov ¢asa
inkubacije na doloc¢en AOP, zato smo pred dodatkom natrijevega karbonata vzorec in
reagent inkubirali 5 minut in nato Se 60 minut do merjenja absorbance.
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4.4.1 VVrednosti AOP za modelne antioksidante
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Slika 21: Antioksidativni potencial klorogenske, galne, askorbinske in kaftarne kisline ter
epigalokatehin galata in katehina (zgoraj) in antioksidativni potencial dehidroaskorbinske
kisline in Zveplovega dioksida (spodaj) dolo¢en z ABTS, DPPH in Folin-Ciocalteu metodo
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Preglednica 15: Numeri¢ni prikaz vrednosti AOP za modelne antioksidante

ABTS ABTS ABTS DPPH DPPH DPPH FC
pH74 mQ MeOH MeOH pH5 pH 7,4

klorogenska kislina 16 (09 (08 =+[{09 <+£|18 <£|25 £|23 =
0,11 0,07 0,04 0,05 0,01 0,03 0,45
galna kislina 63 |39 +(33 |27 £|33 £|29 |16 =
0,12 0,11 0,07 0,1 0,05 0,37 0,06
askorbinska kislina 1+02 |09 |09 +|08 +[08 +|1+011 |14 <+
0,04 0,05 0,08 0,15 0,32
kaftarna Kislina 14 +,08 |08 |09 +|15 +|24 +|24 +
0,01 0,16 0,08 0,01 0,01 0,09 0,53
epigalokatehingalat | 11,7 +|7+112 (65 +|52 =+ |77 +|78 +|91 +
2,16 1,13 0,47 1,76 1,77 3,93
katehin 38 (27 |26 +|14 +|25 +|25 +|36 +
0,11 0,17 0,08 0,13 0,27 0,01 0,21
dehidroaskorbinska 005 +£|0+£002 003 +£|002+0(004+0 028 *=|045 =
kislina 0,01 0,01 0,01 0,12
SO, 055 +(039 +|-002 +|006 +|026 +|035 +|001+0
0,16 0,06 0,02 0,06 0,15 0,16

Na sliki 21 so prikazane vrednosti AOP za modelne antioksidante. Napaka meritev je
izrazena kot standardni odklon dveh neodvisnih eksperimentov, vklju¢ujo¢ ponovno
tehtanje in razred¢evanje antioksidantov.

Pri klorogenski kislini smo dobili najvisjo AOP vrednost pri DPPH 7,4. Z metodo DPPH
klorogenska kislina najslabSe reagira v topilu metanol. Rezultati, pridobljeni z metodo
ABTS, nam povedo, da najbolj reagira v topilu s pH 7,4. Med topili metanolom in mQ
vodo ni vecje razlike, Ceprav slabse reagira v metanolu. Vrednost AOP, dolo¢ena s FC
reagentom, je manjSa je od AOP, dolo¢ene z DPPH v pH 7,4. Z DPPH v pufru pH 7,4
dolo¢imo ve¢ kot trikratnik AOP-ja, dolo¢enega z ABTS v metanolu.

Modelni AO galna kislina najbolje reagira pri metodi ABTS in pri pH 7,4. NajslabSe pa
reagira pri uporabi FC reagenta in sicer smo dobili kar 4x manj$o vrednost AOP. Ce se
osredoto¢imo na razlike med topili pri ABTS metodi ugotovimo, da smo najve¢jo vrednost
AOP dobili pri pH 7,4 in najniZzjega v metanolu. Pri metodi DPPH razlike med topili niso
tako velike, a vzorec najbolje reagira v topilu s pH 5. NajslabSe reagira v metanolu. V
topilu s pH 7,4 je vrednost AOP nekje vmes med ostalima dvema.

Pri askorbinski kislini so se vrednosti AOP pri skoraj vseh metodah in topilih priblizale
vrednosti 1. Nekoliko vi§jo vrednost smo izmerili le pri uporabi FC metode. Pri ABTS
metodi vzorec najbolje reagira v pH 7,4 medtem ko je v ostalih dveh topilih enak. Pri



48

Hodnik M. Primerjava antioksidativne aktivnosti modelnih antioksidantov ... dolo¢ene z DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu metodo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2014

DPPH metodi najbolje reagira ravno tako pri pH topila 7,4. Vrednosti AOP v ostalih dveh
topilih sta enaki.

Dehidroaskorbinska kislina prakti¢no ne reagira v DPPH in ABTS testu, z izjemo DPPH
pri pH 7,4. Skoraj 50 % reaktivnosti Troloksa pa doseze v FC testu. Reaktivnost lahko
pripiSemo tvorbi redoks aktivnih zvrsti pri visjem pH-ju, ki nastanejo pri razpadu
dehidroaskorbinske kisline.

Kaftarna kislina najbolje reagira z DPPH metodo pri uporabi topila s pH 7,4. Pri tej isti
metodi najslabse reagira v metanolu, kjer smo dolo¢ili za 60 % manjSi AOP. Tudi z ABTS
metodo smo dobili najvisje vrednosti AOP pri uporabi topila s pH 7,4. Ko smo za topilo
uporabili metanol in mQ vodo pa sta vrednosti za 40 % man;jsi kot pri pH 7,4. Z FC
metodo dolo¢imo enako vrednost kot z ABTS pri pH 7,4.

Epigalokatehin galat najbolje reagira v topilu s pH 7,4 v ABTS testu. Pri uporabi te metode
smo najnizjo vrednost AOP dolo¢ili v metanolu, kjer smo dolo¢ili za 45 % manjSi AOP. Z
DPPH v topilih s pH 5 in 7,4 reagira priblizno enako, slabSe pa v metanolu, kjer smo

eyee

Katehin najbolje reagira z ABTS v topilu s pH 7,4, metanolu in vodi pa dolo¢imo za 30 %
manjsi AOP. Se vegje so razlike v DPPH testu, kjer v metanolu dolo¢imo nekaj ve¢ kot 50
% AOP-ja v alkoholih s pufrom. Z FC reagentom dolo¢imo vrednost, ki se le malo
razlikuje od AOP, dolo¢enega v ABTS pri pH 7.,4.

Zveplov dioksid pri ABTS metodi najbolje reagira pri pH 7,4. Reaktivnost v metanolu je
prakticno zanemarljiva. Podobne rezultate, torej zanemarljivo reaktivnost v metanolu in
najvecjo reaktivnost v pufru pH 7,4, smo ugotovili tudi za DPPH test. Za razliko od ostalih
antioksidantov, kjer FC metoda daje vrednosti AOP, SO, v FC testu zelo slabo reagira.
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4.4.2 Vrednosti AOP za vzorce pijac in propolisa
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Slika 22: Antioksidativni potencial zelenega in ¢rnega Caja ter refoska (spodaj), laSkega
rizlinga in jabol¢nega soka (zgoraj desno) in propolisa (zgoraj levo) dolocen z ABTS,
DPPH in Folin-Ciocalteu metodami.
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Preglednica 16: Numeri¢ni prikaz vrednosti AOP za vzorce pijac¢

ABTS ABTS ABTS DPPH DPPH DPPH FC

pH 7,4 mQ MeOH MeOH pH 5 pH 74

zeleni ¢aj 539 +[398 +£|36+244 (24+068 |352 +|395 £ 30,7 %
3,93 0,56 0,33 5,77 1,19

¢rni ¢aj 295 +|189 +|17+0111 (125 +|178 <+ |172 +|189 =
0,79 1,6 0,37 1,06 1,16 0,19

refosk 359 +|196 +£|212 (129 +|181 <+ |194 <+ |288 =
1,28 0,65 0,47 0,62 0,57 0,17 0,66

laski rizling 59 +1(22 +(19 +|11 +|23 +|3+£011 |4+0,26
0,11 0,18 0,03 0,04 0,04

jabolé¢ni sok 3,3 +(11 + |15 |07 +(12+0,1 |14 +(32 £
0,09 0,13 0,01 0,02 0,07 0,2

propolis 4991 +|2068 +|1874 +| 1625 +|1983 =+ |227,7 +|4028 *
75,55 3,29 17,31 5,52 4,05 5,35 14,9

Na sliki 22 in v preglednici 16 so predstavljeni rezultati AOP za vzorce pijac in sicer z
metodami ABTS, DDPH in FC v razli¢nih topilih. Pri vefini smo opazili podobno
razporeditev antioksidativnega potenciala glede na metode in topila. V sploShem smo
opazili vecji AOP pri ABTS 7.4 in pri metodi FC. Najnizje vrednosti pa smo pri vseh
vzorcih opazili pri DPPH MeOH.

Za vzorce pija¢ smo pri skoraj vseh opazili podobno obliko grafikona, razen pri vzorcu
razliko od ostalih vzorcev smo pri zelenem ¢aju opazili visjo vrednost AOP v DPPH 5 in
7,4 kot pri metodi FC. Najvec¢ja razlika v dolo¢enem AOP je tako med ABTS pri pH 7,4 in
DPPH v metanolu, kjer dolo¢imo le 44 % maksimalnega AOP.

V vzorcu ¢rnega ¢aja smo najvisjo vrednost AOP dolo¢ili pri ABTS 7,4 in najnizjo pri
uporabi metanola kot topila. Z DPPH dobimo najnizjo vrednost v metanolu. Vrednosti v
pH 5 in 7,4 so podobne dolocenem AOP s FC reagentom. Najvecja razlika v doloCenem
AOP je tako med ABTS pri pH 7,4 in DPPH v metanolu, kjer dolo¢imo le 36 %
maksimalnega AOP.

e

rezultat smo ponovno pridobili pri DPPH MeOH, kjer dolo¢imo le 42 % maksimalnega
AOP. Pri ostalih pogojih smo z ABTS in DPPH doloc¢ili primerljive AOP. Enako velja za
ostali dve topili pri metodi DPPH.

V vzorcu propolisa smo dobili izjemno visoke vrednosti AOP. V povprecju so vrednosti
skoraj 10x vecje kot na primer V vzorcu zelenega Caja. Lahko bi rekli, da so tudi v tem
vzorcu rezultati dokaj podobni ostalim. Najvisja vrednost AOP z ABTS pri 7,4 ter najnizja
vrednost AOP pri DPPH v metanolu, kjer dolo¢imo le 33 % maksimalnega AOP.

Rezultati za vzorca laskega rizlinga in jabol¢nega soka nam pokazejo nizke vrednosti AOP
v primerjavi z ostalimi vzorci. V obeh vzorcih smo pri metodi DPPH dobili najvisjo
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vrednost v pH 7,4. Razlika je pri ABTS metodi, kjer smo v vzorcu laSkega rizlinga dobili
najnizjo vrednost AOP v metanolu, medtem ko je v jabol¢nem soku ta vrednost najnizja pri
mQ vodi. Tako za laski rizling kot jabol¢ni sok je najveéja razlika v doloéenem AOP med
ABTS pri pH 7,4 in DPPH v metanolu, kjer za laski rizling dolo¢imo le 19 %
maksimalnega AOP in za jabol¢ni sok 21 %.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo proucevali predvsem vpliv razli¢nih topil in vrednosti pH v
reakcijski mesanici z metanolno raztopino radikala DPPH® in vodno raztopino reagenta
ABTS na dolo¢anje antioksidativnega potenciala (AOP). Z metodo Folin-Ciocalteu smo
proucevali vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcu. Za proucevanje smo vzeli razlicne
vzorce pijac (zeleni in ¢rni Caj, belo in rdece vino, jabol¢ni sok ter propolis) in modelne
AO (klorogenska, galna, askorbinska, kaftarna in dehidroaskorbinska Kkislina,
epigalokatehin galat, katehin in SO,). Rezultate smo nato predstavili kot Troloks
ekvivalente.

Ze pred pri¢etkom laboratorijskega dela smo pri¢akovali razlike med posameznimi vzorci
in sicer med ¢ajema in rdeCim ter belim vinom. Do razlik med zelenim in ¢rnim ¢ajem
pride predvsem zaradi razlike v postopkih, ki sledijo obiranju listiCev Cajevca. ListiCe za
zeleni ¢aj po obiranju segrejejo, s tem inaktivirajo encim polifenol oksidazo. Zato katehini
v zelenem Caju ostanejo nespremenjeni, medtem ko so v ¢rnem ¢aju delno oksidirani. Ta
razlika se pri nasih rezultatih predvsem kot velika razlika v AOP ¢ajev. V povprecju Smo
pri zelenem &aju dobili 2x vedje vrednosti AOP kot v émem &aju. Ce na sliki 22
pogledamo obliko grafov, sta si zelo podobna. Z metodo FC smo v zelenem ¢aju dobili
nizko vrednost AOP, medtem ko je v ¢rnem caju izmerjena vrednost AOP druga po
velikosti. V zelenem ¢aju smo pri DPPH metodi dobili v pH 7,4 najvi§jo vrednost, v ¢rnem
¢aju pa smo visjo vrednost dobili v pH 5. 1z teh ugotovitev lahko sklepamo, da pride zaradi
razli¢nega nacina proizvodnje ¢aja do skoraj polovico manjse vsebnosti AO v ¢rnem caju.

Splosno je znano, da rdeca vina vsebujejo veliko ve¢ AO kot bela. Rdece grozdje je
zakladnica flavonoidov, antocianskih barvil in taninov. Za dolocitev AOP vrednosti smo
izbrali refosk in laski rizling. Razlika v vrednosti AOP je ocitna. Vrednosti AOP pri
rdecem vinu so od 7-12x vecje kot pri belem vinu. Pri obeh vinih smo najvisje vrednosti
izmerili z metodo ABTS v pH 7,4. Sledijo FC metoda in DPPH v pH 7,4. Najnizje
vrednosti smo pri obeh izmerili v metanolu z DPPH metodo.

V diplomski nalogi smo Zeleli poiskati metodo in topila za to metodo, s katero bi izmerili
najvisje vrednoti AOP. Pri posamezni metodi se, rezultati med uporabljenimi topili mo¢no
razlikujejo. V vzorcu zelenega ¢aja smo pri ABTS metodi dobili najvisje vrednosti AOP v
pH 7,4. V mQ vodi dobimo niZjo vrednost AOP za 26 %, v metanolu pa za tretjino manjso
vrednost AOP. Pri DPPH metodi smo delali s topili metanol, pH 5 in 7,4. Najvisjo
vrednost smo dobili pri slednjem, v pH 5 je bil AOP manjsi za 10 % in v metanolu za 39 %
nizji od najvisje izmerjene vrednosti AOP. Z metodo FC smo dobili nizko vrednost AOP,
Ki je bila visja le od DPPH v metanolu.

V vzorcu ¢rnega ¢aja smo pri ABTS metodi dobili najvisjo vrednost v pH 7,4. V mQ vodi
in metanolu sta vrednosti podobni in od pH 7,4 niZji za priblizno 40 %. Pri DPPH metodi
pa je tu prislo do posebnosti. Pri vseh vzorcih pija¢ je AOP v pH 7,4 vi§ji kot vpH 5. V
primeru ¢rnega ¢aja pa je ravno obratno. Vrednost AOP je tud rahlo visja in sicer za 3 %.
Najnizjo vrednost smo dobili v metanolu, ki je od najvisje izmerjene vrednosti nizja za 30
%. Najvisjo vrednost smo torej izmerili z ABTS metodo v pH 7,4 in najnizjo z DPPH v
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metanolu. Vrednost AOP, izmerjena s FC metodo, je podobna vrednostim, ki smo jih
dobili pri drugih dveh metodah z ostalimi topili.

Najvisjo vrednost AOP smo, tako kot pri ostalih vzorcih, tudi pri refosku izmerili z ABTS
metodo v pH 7,4. Drugo najvisjo vrednost pri tej metodi smo, kot v primeru jabol¢nega
soka, izmerili v metanolu in sicer je ta vrednost niZja za 41 %. Vrednost AOP v mQ vodi je
nizja za 45 % in je rahlo nizja od tiste v metanolu. Pri DPPH metodi so vrednosti podobne
kot pri ostalih vzorcih. Najvisja vrednost AOP je bila pridobljena v pH 7,4 in le za 7 %
nizjo v pufru pH 5. Najnizjo vrednost AOP smo izmerili v metanolu, ki je od najvisje nizja
za tretjino. Visoko vrednost AOP smo izmerili z metodo FC. Ta je niZja le od ABTS v pH
7,4 in sicer za 20 %.

Propolis se je izkazal za vzorec, ki ima veliko fenolnih spojin. Najvisjo vrednost AOP smo
dobili pri metodi ABTS v pH 7,4. Naslednja vrednost po velikosti je bila izmerjena z FC
metodo, Ki je od najvisje nizja za 20 %. Na prvi pogled izgledajo vrednosti AOP pri ostalih
metodah in topilih dokaj podobne, ampak temu ni tako. Pri ABTS metodi smo drugo
najvisjo vrednost izmerili v mQ vodi, ki je od najviSje niZja za 59 %. V metanolu je
vrednost AOP podobna tisti v vodi. ManjSa od najvisje je za 62 %. Pri DPPH metodi smo
najvisjo vrednost izmerili v pH 7,4. NiZja vrednost je bila izmerjena v pH 5 in najnizja v
metanolu.

Laski rizling je belo vino in Ze zaradi tega smo pricakovali nizje vrednosti AOP od refoska.

aves

awan

tretjino in metanol, ki je od pH 7,4 manjsi za dve tretjini. Pri laSkem rizlingu se je za dobro
metodo izkazal tudi FC. Z njim smo namre¢ dobili drugo najvi§jo vrednost AOP. Ta je od
ABTS v pH 7,4 manjSa za tretjino, a Se vseeno vi$ja od ostalih. Zelo pomembna spojina v
belih vinih je tudi SO,. Zveplov dioksid je pomemben zaradi vrste fizikalnih in kemijskih
reakcij, ki vkljucujejo predvsem preprecevanje rasti nezelenih mikroorganizmov,
prepreCevanje  delovanja oksidacijskih encimov (predvsem polifenoloksidaz) in
prepreCevanje reakcij porjavenja oz. tvorbe rjavih pigmentov. S kletarskega stalis¢a je
pomemben podatek o prostem zveplovem dioksidu, zlasti njegov delez, ki je potreben za
vzdrZzevanje Zelene koncentracije molekularne oblike 0,825 mg SO./L, ki zagotavlja
kemijsko in mikrobiolosko stabilnost vina (Kosmerl, 2000).

sy

AOP, s tem da je druga najviSja vrednost izmerjena v metanolu in ne mQ vodi, kot pri
ostalih vzorcih pija¢. Vrednost v metanolu je od najvisje pri tej metodi manjsa za 55 % in v
mQ vodi za dve tretjini. Pri DPPH metodi je najmanjSa vrednost izmerjena v metanolu,
najvisja pa zopet v pH 7,4. AOP, izmerjen v pH 5, je malenkost niZji od tistega v 7,4 in
sicer za 14 %. AOP, izmerjen v metanolu, pa je za polovici manjsi. V jabol¢nem soku
odstopa rezultat, pridobljen z FC metodo. Ta je enak tistemu, ki smo ga izmerili pri ABTS
metodi v pH 7,4. Od vseh vzorcev pijac je tako samo pri jabolénem soku.

Glede na podatke, pridobljene s poskusi, lahko trdimo, da je najbolj$a metoda za dolocanje
AOP ABTS metoda in sicer ob uporabi fosfatnega pufra s pH 7,4. Za zelo dobro in
enostavno metodo se je pokazala tudi FC metoda. Pri vseh vzorcih pijac, razen zelenemu
&aju, smo s to metodo dobili visoke rezultate. Ce za dolodanje AOP uporabljamo DPPH
metodo, je ravno tako najbolje delo v pH 7,4.
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V jabolénem soku med antioksidanti prevladuje AO katehin. Ce pogledamo nasa dva grafa
(slika 21 in 22) za ta dva vzorca opazimo, da sta si zelo podobna. V jabol¢nem soku kot
tudi pri katehinu opazimo, da smo najvisje vrednosti AOP pridobili z ABTS metodo v pH
7,4. Oba sta nam dala dobre rezultate tudi s FC metodo. Pri ABTS metodi je podobno tudi
to, da smo visji rezultat dobili v metanolu kot mQ vodi, ¢eprav je ta razlika pri modelnemu
AO katehinu zelo majhna. Tudi pri DPPH metodi smo v primeru katehina dobili najvisjo
vrednost AOP v pH 7,4 in najnizjo v metanolu. Kot za jabol¢ni sok, lahko vzporednice
potegnemo tudi za zeleni ¢aj in epigalokatehin galat. Z ABTS metodo smo pri teh dveh
vzorcih opazili podobnost pri vrednostin AOP. Najvisje smo pridobili v pH 7,4, kateremu
sledi mQ voda in metanol. Z DPPH metodo smo v obeh primerih najmanjSi AOP dobili v
metanolu, medtem ko v pH 5 in 7,4 pride do razlik. Pri EGCG sta slednji vrednosti enaki,
medtem ko v vzorcu ¢aja ve¢ji AOP izmerimo v nevtralnem pH-ju. Z FC metodo je
vrednost AOP pri EGCG ena izmed visjih, v zelenem ¢aju pa je ta vrednost ena manjsih.

V diplomski nalogi Laure Bertalani¢ (2011) z naslovom Vpliv topila na dolo¢eno
antioksidativno aktivnost vin in modelnih antioksidantov, so se osredotocili predvsem na
DPPH metodo in topila, z razli¢nimi vrednostmi pH. Med vzorci, ki so jih uporabljali, je
bil tudi refosk in ladki rizling. Skupno obema je acetatni pufer s pH 5 in metanol pri DPPH
metodi. V njeni diplomi so laski rizling razredCili 120x, medtem ko v mojem
raziskovalnem delu 140x. Vrednost AOP v njeni diplomi pri laSkem rizlingu je bila 1,6
mmol/L, medtem ko pri meni 2,27 mmol/L. Razlike so lahko posledica razli¢ne razred¢itve
in tudi razli¢nih vzorcev vin (drugacne surovine, razlike v predelavi, letnik in serija, drug
proizvajalec itd.). V metanolu so oni dolo€ili vrednost AOP 0,7 mmol/L, v moji diplomski
nalogi pa 1,12 mmol/L. Za vzorec refoSka so uporabili konéno razred¢itev 1250x, v nasSi
nalogi pa 1000x. Za refosk so dolocili TE v acetatnem pufru pH 5,25 20,0 mmol/L in v
metanolu 13 mmol/L. Mi smo dolocili v acetatnem pufru pH 5 18,1 mmol/L in v metanolu
12,9 mmol/L. Rezultati so si pri tem vzorcu zelo podobni, sploh v metanolu. Po pregledu
vzorcev, ki smo jih uporabili, sem ugotovil, da je bil vzorec refoska od istega proizvajalca.
Razlike so bile v letniku in alkoholni stopnji v vinu. Predvidevamo tudi, da je proizvodnji
postopek obeh vin enak, torej so razlike v surovini. Z metodo FC so v diplomski nalogi L.
Bertalani¢ dolocili za laski rizling TE 4,5 mmol/L in za refosk 39,4 mmol/L. Nasi rezultati
so bili za laski rizling 4 mmol/L in za refoSk 28,8 mmol/L. Pri tej metodi so rezultati pri
refosSku zelo razli¢ni, a so podobni pri vzorcu laskega rizlinga.
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5.2 SKLEPI

e Vpliv Casa inkubacije na izmerjeno absorbanco pri metodi FC je bil najvecji pri
CAPE (zmanjSanje absorbance za 14 % med najkrajSo 15-sekundno in najdaljSo
20-minutno inkubacijo) in najmanjsi pri jabolénem soku ( povecanje za 0,2 % med
najkrajso in najdaljSo inkubacijo).

e Radikal ABTS je najbolj stabilen v mQ vodi, slabse v ¢istem metanolu in najslabse
v pufru pH 7,4.

e Radikal DPPH je najbol;j stabilen v ¢istem metanolu, slabse v meSanici metanola in
pufra pH 7,4 ter najslabSe v meSanici metanola in acetatnega pufra pH 5.

e Po dodatku vzorca raztopini radikalov DPPH in ABTS, smo pri vseh zaznali hitro
zacetno fazo, ki se je koncala v nekaj minutah. Nato je sledila pocasnejsa faza:
Amplitude hitre in pocasne faze so bile mo¢no odvisne od sestave topila in
radikala, s katerim smo doloc¢ali AOP.

e Kot optimalen ¢as za dolo¢anje AOP smo izbrali 60 minut, saj ta predstavlja
kompromis med stabilnostjo radikalov DPPH in ABTS ter hkrati predstavlja cas, ko
se je absorbanca zaradi antioksidanta le malo spreminja.

ey e

metodi manjSi AOP v mQ vodi in najmanjSi AOP v metanolu (razen vzorca refoska
in jabol¢nega soka).

aves

7,4. Nizji AOP smo dolocili v meSanici acetatnega pufra pH 5 in metanola ter
najniZjega v ¢istem metanolu (izjema je vzorec ¢rnega Caja).

eyee

VZOrcev.

e Najvecjo koncentracijo skupnih fenolnih spojin z FC metodo smo dolo¢ili v vzorcu
propolisa in najmanj$o v vzorcu jabolénega soka.
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6 POVZETEK

V diplomski nalogi smo kot vzorce pijac¢ uporabili zeleni ¢aj, ¢rni ¢aj, refosk, laski rizling,
propolis in jabol¢ni sok. Uporabili smo prav tako modelne antioksidante, in sicer
askorbinsko kislino, troloks, katehin, kaftarno kislino, galno Kkislino, zveplov dioksid,
CAPE, klorogensko kislino, epigalokatehin galat in dehidroaskorbinsko kislino.

Da bi delo izvedli ¢im bolj uspesno, smo najprej analizirali kineti¢ni potek reakcije
modelnih AO in vzorcev, da bi ugotovili najbolj primeren ¢as inkubacije pri delu z
metodama ABTS in DPPH. Ugotovili smo, da je 60-minutna inkubacija najustreznejsa,
tako z vidika hitrosti rekcije kot tudi stabilnosti radikala ABTS in DPPH v topilu. Radikal
ABTS se je za najstabilnejSega pokazal v mQ vodi in za najmanj stabilnega v pH 7,4.
Radikal DPPH® je najbolj stabilen v metanolu, najslabsa stabilnost pa je v acetatnem pufru
pH 5. Za metodo FC smo preverili vpliv ¢asa inkubacije, t.-j. ¢as med dodatkom FC
reagenta in 20 % Na,COs. Ugotovili smo, da pri modelnem AO CAPE ta ¢as najbolj vpliva
na kon¢no izmerjeno absorbanco, najmanj pa pri jabolénem soku. Odlocili smo se, da bo
¢as inkubacije 5 minut, ker so razlike pri tem Casu zanemarljive. Za primerjavo metode
DPPH in ABTS, smo dolo¢ili vzorcem pija¢ tudi koncentracijo skupnih fenolnih spojin s
Folin-Ciocalteu metodo. Pri tej metodi smo glede na troloks dolo¢ili propolisu najvecjo
koncentracijo skupnih fenolnih spojin in v vzorcu jabol¢nega soka najmanjSo. Vecje
vrednosti AOP vzorcev pija¢ dolo¢imo s Folin-Ciocalteu metodo kot z DPPH metodo.
Izjema temu sklepu je le vzorec zelenega ¢aja, kjer je bil AOP, dolo¢en z FC metodo,
manjSi od DPPH metode.

Namen diplomske naloge je bil predvsem prouciti vpliv vrste in pH vrednosti topila na
dolo¢en antioksidativni potencial vzorcev in modelnih antioksidantov. Najprej smo
ugotovili, da tako za ABTS metodo kot za DPPH lahko trdimo, da je dolocen
antioksidativen potencial ve¢ji v pufrih z visjim pH. Pri ABTS metodi smo vedno najvisje
vrednosti antioksidativnega potenciala dolocili v fosfatnem pufru pH 7,4. Temu sledi mQ
voda in najslabSe v metanolu. Le v vzorcih refoSka in jabol¢nega soka smo dobili visje
vrednosti v metanolu kot v mQ vodi, ¢eprav je razlika med njimi zelo majhna. Pri metodi
DPPH smo najvisje vrednosti antioksidativnega potenciala dolo¢ili v meSanici metanola in
TRIS pufra pH 7,4. Nizje rezultate smo dobili v acetatnem pufru pH 5 in najnizje v
metanolu. V vzorcu ¢rnega ¢aja pa smo visjo vrednost dolo¢ili v metanolu.

Zaklju¢imo lahko s trditvijo, da je za dolocanje antioksidativne aktivnosti tako pija¢ kot
modelnih antioksidantov v vseh pogledih najprimernejSa uporaba visjih pH vrednosti v
mesanici z metanolom. Smotrna je tudi uporaba polarnih topil ali meSanice metanola s
pufri, saj so antioksidanti v pijacah nahajajo v vodnem okolju in tako dolo¢imo realnejSe
rezultate.
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