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V magistrski nalogi smo dolocali in vivo anitoksidativni potencial (AOP) v
plodovih sliv treh sort z merjenjem znotrajceline oksidacije v celicah kvasovke
Saccharomyces cerevisiae. Polovica vzorcev je bila na dan obiranja tretirana z
vro¢o vodo (52 °C, 2 minuti), nato pa skupaj z ostalo polovico skladis¢ena pri
temperaturi 1 °C v navadni atmosferi (NA) ali v modificirani atmosferi (MAP). Vsi
vzorci so bili po 4 tednih skladi§¢enja homogenizirani v 2 % raztopini metafosforne
kisline ter zamrznjeni. Ugotovili smo, da skladiscenje sliv v MAP, povzroci visjo in
vivo antioksidativno ucinkovitost pri vseh treh sortah sliv, v primerjavi s
skladis¢enjem v NA. Predhodna obdelava plodov sliv z vro¢o vodo je pozitivho
vplivala na in vivo AOP. Najmanjsi AOP so izkazovale vse tri sorte sliv skladis¢ene
v navadni atmosferi. Korelacije med in vitro AOP ter in vivo AOP so bile ohlapne
in statisti¢éno neznacilne, saj so p vrednosti za vse primerjave ve¢je od a= 0,05.
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As part of the master thesis, we analyzed in vivo antioxidant potential (AOP) of
three plum cultivars by intracellular oxidation in the yeast Saccharomyces
cerevisiae. On harvest day, half of the samples were treated with hot water (52 °C,
2 minutes) and then processed together with the other half stored at 1 °C in normal
atmosphere (NA) or modified atmosphere (MAP). After 4 weeks of storage, all
samples were homogenised in 2 % metaphosphoric acid solution and frozen. We
found a greater AOP in fruits stored in MAP compared to the storage in NA. Hot
water treatment of plums resulted in a statistically significant higher AOP. The
lowest in vivo AOP had plums stored in NA. The calculation of correlations
between in vivo and in vitro AOP showed a poor correlation between the two
parameters and were statistically non significant (p value for each comparison was
greater than o= 0,05).
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1UVvOD

Zacetek kmetijstva, ki sega deset tisoC let nazaj, je bil velik napredek v razvoju ¢loveka, ki
je omogocal boljsi izkoristek energije pridobljene iz ogljikovih hidratov, masc¢ob in
beljakovin. V prvi polovici prej$njega stoletja so identificirali anorganske ter organske
komponente v hrani, vklju¢no z vitamini. Zadnje Case pa se veliko pozornosti namenja
vplivu prehrane na zdravje ljudi. Postalo je namre¢ jasno, da dolo¢ene skupine Zivil, kot sta
sadje in zelenjava, vsebujeta Stevilne fitokemikalije, ki lahko zmanjSajo tveganje za pojav
dolocenih bolezni, kot so rak, kardiovaskularna obolenja ter Stevilne druge kronicne
bolezni. Glavni za$¢itni u€inek pripisujejo predvsem antioksidantom. Le-ti nudijo zaS¢ito
pred Skodljivim vplivom prostih radikalov, ki povzro€ajo oksidativne spremembe na
proteinih, lipidih in nukleinskih kislinah. Zaradi tega se priporo¢a vsakodnevno uzivanje
zadostnih koli¢in sadja in zelenjave (Forman in sod., 2014). Sliva je sadez, ki se ga za
uzivanje goji ze vec kot dva tisoc€ let. Tako v preteklosti kot tudi danes je znana po tem, da
ublazi S$tevilne zdravstvene tezave. Vsebuje namre¢ veliko prehranske vlaknine in
antioksidantov, zaradi ¢esar naj bi prepreCevala tezave povezane s srcem, osteoporozo ter
rakom. V slivah imajo najpomembnejSe antioksidativno delovanje fenolne spojine. Vecjo
koncentracijo fenolov imajo rdece in vijoli¢no obarvani sadezi (Cordova in Watson, 2011).
Karotenoidi ter vitamini A, C in E v slivah prav tako delujejo antioksidativno.

Za skladisCenje morajo biti slive obrane v primernem casu, takoj odpeljane v hladilnico,
hitro ohlajene in postavljene v posebne komore, kjer v ¢im krajSem casu vzpostavimo
elene razmere (Stampar in sod., 2014). Pri skladi$¢enju v normalni atmosferi se uravnava
temperatura in relativna vlaznost, v kolikor je potrebno se izvr$i tudi zamenjava zraka
(prezracevanje) (Hribar, 2003). Pakiranje v modificirani atmosferi (MAP) je tehnika
embaliranja, pri kateri zrak, ki se nahaja okoli zivil, nadomestimo z ustrezno mesanico
drugih plinov ter s tem podaljSamo obstojnost. Tovrstni pogoji zavirajo rast bakterij,
kvasovk in plesni (Smith in Day, 2003). Za podalj$anje obstojnosti ter izboljSanje kvalitete
sadja se wuporabljajo Se Stevilne druge metode, kot so tretiranje z 1-MCP
(1-metilciklopropen), uporaba uzitnih prevlek (ang. edible coatings) sestavljenih iz
hidroksipropil metilceluloze in lipidov (Cebelji vosek ali Selak), eksogeno tretiranje s
kalcijem ter tretiranje z vro¢o vodo (Manganaris in sod., 2008). Pri slednji metodi se
uporablja potapljanje v vro¢i vodi (HWT), spiranje z vroco vodo in $¢etkanje (HWRB),
vroca para ali vro¢ suh zrak (Fallik, 2004). Poleg podaljSanja obstojnosti imajo prav tako
pomemben vpliv na vsebnost bioaktivnih komponent.

V magistrskem delu smo z metodo dolocanja intracelularne oksidacije celic kvasovk
Saccharomyces cerevisiae dolo¢ili antioksidativni potencial (AOP) treh sort sliv:
‘Jubileum’, 'Excalibur’ ter 'Reeves'. Prav tako smo ugotavljali vpliv sorte, vrste skladis¢enja
in tretiranja z vro¢o vodo na AOP sliv ter povezavo med AOP in vitro ter in vivo.
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1.1 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Namen magistrskega dela je bil primerjava antioksidativnega potenciala ekstraktov sliv in
vitro ter in vivo. V ekstraktih treh sort sliv (‘'Jubileum’, 'Excalibur’, 'Reeves'’), vzgojenih po
metodi konvencionalne pridelave, v katerih je bil AOP Ze dolocen in vitro, smo preverili
antioksidativno delovanje in vivo ter primerjali rezultate analiz. Ker smo Zeleli ugotoviti,
kaksen je vpliv tretiranja z vroco vodo na AOP, je bila polovica sadezev celotnega vzorca
vseh treh sort pred skladiS¢enjem toplotno obdelana (potapljanje v vro¢i vodi s temperaturo
52 °C, 2 minuti). Prav tako nas je zanimalo, kako skladis¢enje v navadni ter modificirani
atmosferi in sorta sliv vplivata na AOP.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo naslednje hipoteze:
— sorta znacilno vpliva na in vitro ter in vivo antioksidativni potencial,
— toplotna obdelava sliv po obiranju pozitivno vpliva na veé¢ji AOP,
— skladis¢enje v MAP v primerjavi s skladiS§¢enjem v normalni atmosferi pozitivno
vpliva na vecji AOP,
— korelacija med in vitro ter in vivo antioksidativnim potencialom je visoka.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SLIVE

Skupaj z ostalim kosCiCastim sadjem, uvr§¢amo slivo v druzino roznic (Rosaceae), v
poddruzino Prunoideae (koscicastoplodne roznice) ter rod Prunus. Vecina sliv, ki jih
gojijo v komercialne namene, se uvrs¢a v skupino evropskih (heksaploidi) ter skupino

kitajsko-japonskih (diploidi) sliv (Okie in Hancock, 2008).
2.1.1 Skupina evropskih sliv

Sliva ali ¢eSplja je do 12 metrov visoko listopadno drevo, ki najbolje uspeva na vlaznih, s
hranili bogatih tleh, ki so dovolj globoka in imajo rahlo kisel oziroma nevtralen pH (Brus,
2012). Pomembno je tudi, da vsebuje zemlja dovolj velike koli¢ine kalcija (Cordova in
Watson, 2011). Drevesa prenesejo zelo nizke temperature (do —25 °C), cvet pa je za mraz
zelo obcutljiv, saj pozebe ze pri —2 °C. Uspevajo na nadmorski visini do 900 metrov. Slive
so zahtevnejSe glede vlage, ugodni pogoji so na podrocjih, kjer pade 1000—1400 mm
padavin na leto in so le-te enakomerno razporejene (Jazbec in sod., 1995).

Poreklo slive ni Cisto jasno, kot starSevski vrsti pa najpogosteje navajajo mirobalano
(Prunus cerasifera) in ¢rni trn (Prunus spinosa) (Topp in sod., 2012).

Evropska sliva, latinsko ime Prunus domestica, najverjetneje izvira iz vzhodne Evrope ali
zahodne Azije okoli Kavkaza in Kaspijskega jezera (Hansmann in Combrink, 2003). V to
kategorijo se uvrs¢ajo sorte, ki izvirajo iz vrst domaca sliva (Prunus domestica L.) ter
podvrsta cibora ali trnasta sliva (Prunus domestica subsp. insititia), ki so jo vcasih
obravnavali kot samostojno vrsto (Okie in Hancock, 2008; Brus, 2012). Slednja ima
manjSe liste, ter plodove (2—5 cm), ki so pogosto kisli ter trpki in se v vecji meri predelajo
v druge izdelke, kot so na primer destilati (Okie in Hancock, 2008; Topp in sod., 2012).
Plodovi cibore so rumenkasti, rdeckasti ali zelenkasti ter redko modri, mezokarp pa ne
odstopi od koscice. P. domestica subsp. domestica, je drevo brez trnov, ima gole poganjke
ter zelenkastobele cvetove. Plodovi so podolgovati, dolgi do 7,5 cm in imajo ploscate
koscice, ki zlahka odstopijo od mezokarpa (Brus, 2012).

2.1.1.1 Zorenje in zrelost plodov

Zorenje plodov je kompleksen, genetsko programiran proces pri katerem pride do
spremembe v barvi, teksturi, okusu ter aromi (Alexander in Grierson, 2002). Barva sliv je
povezana z akumulacijo karotenoidov in antocianinov. Obe skupini pigmentov
prevladujeta v povrhnjici, antocianini pa so v ve¢ji meri odgovorni za barvo plodov.
Akumulacija slednjih je odvisna od sorte, pri cemer imajo slive, katerih meso je rdeckasto
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obarvano, ve¢jo vsebnost antocianinov. Pomemben vpliv ima tudi pozicija plodov na
drevesu ter s tem izpostavljenost son¢ni svetlobi (Manganaris in sod., 2008). Pri
temperaturi nad 35 °C pride do zmanjSane biosinteze (Goulas in sod., 2012). Koncentracija
antocianinov se med zorenjem povecuje, kar se kaze v potemnitvi plodov (Usenik in sod.,
2009). NajpogostejSa karotenoida v slivah sta B-karoten in kriptoksantin, katera v vecji
meri prispevata k rumeno/oranzni barvi mesa plodov $tevilnih sort. Tekom zorenja se
poveca koncentracija topnih trdnih snovi, med katerimi predstavljajo sladkorji 65-80 %.
Vsebnost jabol¢ne kisline se zmanj$a (Manganaris in sod., 2008). Mehc¢anje plodov je
povezano s spremembami v strukturi sestavin celicne stene, predvsem pektina,
hemiceluloze in celuloze (Goulao in Oliveira, 2008).

Sadje se glede na razlicna mehanizma zorenja deli v dve skupini: klimakterijsko ter
neklimakterijsko sadje (Alexander in Grierson, 2002). Slive uvr§¢amo med klimakterijsko
sadje, kar pomeni, da plod dozori v ¢asu maskimalne respiracije v katerem pride tudi do
poveCane tvorbe rastlinskega rastnega hormona etilena (Alexander in Grierson, 2002;
Manganaris in sod., 2008). Doloceni kultivarji sliv nimajo tipi¢nih znacilnosti
klimakterijskega sadja, saj je produkcija etilena manjsa, kar naj bi bila posledica motene
pretvorbe aminociklopropan-1-karboksilne kisline (ACC — ang. aminocyclopropane-
1- carboxylic acid ) do etilena. Znacilnost klimakterijskega sadja je odzivnost na eksogeni
etilen, kar omogoca zorenje plodov po obiranju, medtem ko dodatek 1-metilciklopropena
le-to inhibira (Manganaris in sod., 2008).

Doloc¢anje optimalnega Casa obiranja ni enostavno, saj pri slivah ne razpolagamo z indeksi
zrelosti. Enega izmed najpomembnejsih kriterijev zrelosti kosSciCastega sadja predstavlja
barva povrhnjice, vendar se pri nekaterih sortah sliv barva koZice razvije zelo hitro, ko je
plod Se nezrel, brez pravega okusa in arome. Zaradi tega je smiselno, da se pri dolocanju
zrelosti upostevajo dodatni parametri, kot sta vsebnost topnih trdnih snovi in titracijska

kislost (Usenik in sod., 2008).
2.1.2 Skupina kitajsko-japonskih sliv

Skupina kitajsko-japonskih sliv zajema sorte, ki so nastale s krizanjem diploidnih
orientalskih in ameriskih vrst. Orientalske slive izvirajo iz Kitajske, na Japonsko pa so jih
prenesli v 15. stoletju. Od tu so jih prenesli v Ameriko, kjer so jih krizali z ameriskimi
vrstami. Zaradi velike obcutljivosti na zgodnje spomladanske pozebe, bakterioze in
leptonekroze, se v Evropi, razen v Italiji, niso razsirile (Stampar in sod., 2014).

2.1.3 Prehranska vrednost sliv

Slive imajo nizko kalori¢no in relativno visoko hranilno vrednost. Vsebujejo ogljikove
hidrate (saharoza, glukoza, fruktoza), organske Kisline, prehransko vlaknino (pektin),
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tanine, aromati¢ne snovi ter encime. Plodovi so bogati z minerali in vitamini (C, A, B1). Z
zorenjem se vsebnost mineralnih snovi povecuje (Arion in sod., 2014). Vrednost skupnih
kislin je 1300 mg/100 g, jaboléna kislina prevladuje (Stampar in sod., 2014).

Slive, tezje od 50 g, se priporocajo za uzivanje kot sveze sadje, manjsi plodovi (< 40 g) pa
za predelavo v marmelade, kompote, Zganje. Zaradi vsebnosti sladkorjev in sorbitola se
slive pogosto uporabljajo v pekovskih izdelkih, kjer zadrzujejo vlago le-teh, v obliki
aditivov pa jih najdemo tudi v mesnih izdelkih (Cordova in Watson, 2011).

Preglednica 1: Hranilna vrednost svezih sliv (vsebnost posameznih sestavin je podana na 100 g
uzitnega dela) (USDA, 2015)

Snov Koli¢ina (enota /100 g)
energijska vrednost (kcal) 46
voda (g) 87,23
beljakovine (g) 0,70
skupne mascobe (g) 0,28
skupni ogljikovi hidrati (g) 11,42
sladkoriji (g) 9,92
prehranska vlaknina (g) 1,4
vitamin C (mg) 9,5
tiamin (mg) 0,028
vitamini topni v vodi | riboflavin (mg) 0,026
niacin (mg/ekvivalent) | 0,417
piridoksin (mg) 0,029
folat (ug) 5
A (mg/ekvivalent) 0,104
vitamin  topni v | E (mg/ekvivalent) 0,26
mascobah K (ug) 6,4
kalcij (mg) 6
zelezo (mg) 0,17
magnezij (mg) 7
minerali fosfor (mg) 16
kalij (mg) 157
cink (mg) 0,10

2.1.3.1 Vpliv sliv na zdravje

Pozitiven ucinek sliv na zdravje se pripisuje predvsem vsebnosti polifenolov, ki
odstranjujejo Skodljive proste radikale v nasem telesu (Cordova in Watson, 2011). Fenolne
spojine preprecujejo oksidacijo LDL holesterola, prehranska vlaknina (pektin) pa znizuje
vsebnost holesterola, pri ¢emer se zmanj$a verjetnost za pojav ateroskleroze (Gallaher in
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Gallaher, 2009). Zaradi ugodne koli¢ine kalija se slive priporocajo za bolnike z arterijsko
hipertenzijo. Slive vplivajo na peristaltiko prebavnega trakta, upocasnjujejo absorpcijo
ogljikovih hidratov, pospesSujejo razgradnjo lipidov v telesu, dajejo obcutek sitosti ter
znizujejo koncentracije homocisteina (Arion in sod., 2014). Za suhe slive je Ze od nekdaj
znano, da se uporabljajo kot odvajalno sredstvo v primeru konstipacije, v obdobju
srednjega veka pa so jih uporabljali za zdravljenje razjed v ustih (Cordova in Watson,
2011). Suhe slive prav tako pomagajo prepreCevati zgubljanje kostne mase, kar je Se
posebej pomembno pri osebah, ki imajo osteoporozo (Cordova in Watson, 2011).
Osteoklasti, ki nastanejo iz cirkulirajo¢ih monocitov oziroma makrofagov v tkivih, imajo
pomembno vlogo pri resorpciji kosti. Njihovo diferenciacijo in aktivacijo uravnavajo
ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika (RANKL), receptor za aktivacijo
jedrnega dejavnika ter osteoprotegerin (inhibitor kostne resorpcije). Pri pomanjkanju
spolnih hormonov in kroni¢nem vnetju je osteoklastogeneza zaradi oksidativnega stresa in
proinflamatornih molekul, kot so tumor nekrotizirajoci faktor a (TNF-a), prostaglandin E,
in dusikov oksid (NO), povecana. Ugotovljeno je bilo, da ekstrakti polifenolov iz suhih sliv
zavirajo ekspresijo RANKL s strani osteoblastov ter tako zmanjsajo razgradnjo kosti (Bu
in sod., 2008). V in vitro studiji, ki so jo opravili Bu in sodelavci (2008), so kot model za
preucevanje diferenciacije in aktivnosti osteoklastov ter prekurzorjev le-teh, uporabili
misjo makrofagno celicno linijo RAW 264.7. Ugotovili so, da ekstrakti polifenolov iz
suhih sliv zmanjsajo diferenciacijo in aktivacijo osteoklastov tudi v prisotnosti RANKL.
Tovrstno u¢inkovanje je povezano tudi z inhibicijo vnetnih mediatorjev (TNF-a, NO ...)
(Bu in sod., 2008). Slive naj bi bile u¢inkovite tudi pri preventivi ter tretiranju rakavih
obolenj. Nezreli plodovi namre¢ inhibirajo aktivnost proteinov, ki so vkljuceni v procesih
napredovanja bolezni (Cordova in Watson, 2011).

2.1.4 Sorte sliv, uporabljene v poskusu magistrske naloge

‘Jubileum’ je $vedska sorta sliv, za katero so znacilni veliki, ovalni plodovi temno modre
barve (Vangdal in sod., 2007).

Slika 1: Slive sorte 'Jubileum’ (Plumbe & Maufe LLP, 2013)



Pusti$ek N. Dolo¢anje in vivo antioksidativne u¢inkovitosti sliv med skladis¢enjem. 7
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

'Reeves' je kanadska sorta, katere plodovi so ¢vrsti, z nizko vsebnostjo sladkorjev in kislin
ter prijetnega okusa (Vangdal in sod., 2007).

Slika 2: Slive sorte 'Reeves' (Plumbe & Maufe LLP, 2013)

Za anglesko sorto 'Excalibur’ je znacilna nizka vsebnost kislin in odlicna aroma (Vangdal
in sod., 2007; Slimestad in sod., 2009).

Slika 3: Slive sorte 'Excalibur' (Plumbe & Maufe LLP, 2013)
Plodovi 'Reeves' in 'Excalibur’ so rumeno rdeckaste barve (Slimestad in sod., 2009).

Preglednica 2: Dejavniki, ki vplivajo na kakovost sliv po obiranju (Vangdal in sod., 2007)

Sorta Mehéanje plodov Odpornost proti plesni Zivljenjska doba
‘Jubileum’ srednje ne srednje dolga
'Excalibur’ postane mehka ne kratka

'Reeves' obdrzi ¢vrstost mocna odpornost dolga

Preglednica 2 je povzeta po rezultatih raziskave, ki so jo opravili Vangdal in sod. (2007), v

ovve

obiranja do potro$niSke porabe. Slive so obrali, ko je vsaj 50 % plodov doseglo optimalno
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zrelost, nato pa so jih razdelili v tri skupine: premalo zrele, optimalno zrele in prezrele.
Analize so opravili po enem tednu, dveh ter treh tednih skladiS¢enja. Prezrele slive so
nacinov skladiS¢enja (4 °C in 20 °C), ¢asa skladiS¢enja ter triletnih raziskav (Vangdal in
sod., 2007).

2.2 OKSIDATIVNI STRES

Kisik je nujno potreben za preZivetje in normalno funkcioniranje vecine evkariontskih
organizmov hkrati pa igra klju¢no vlogo pri nastanku reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS —
ang . reactive oxygen species)). Mednje sodijo superoksidni anion (O;"), hidroksilni (HO)
in Stevilni drugi radikali ter vodikov peroksid (H20,), ki je neradikalska vrsta. Poleg tega
lahko metabolizem celic povzro¢i nastanek prostih radikalov iz duSika, t. 1. duSikove
reaktivne zvrsti (NRS) (Jie in sod., 2013). Prosti radikali so visoko reaktivni atomi,
molekule ali ioni z vsaj enim nesparjenim elektronom, ki nastanejo pri cepitvi kovalentne
vezi (McArdle in sod., 2013). V normalnih koli¢inah so pomembni za Stevilne procese, kot
sta regulacija prenosa signalov ter obramba pred Skodljivimi antigeni; nekatere vrste
levkocitov proizvajajo radikale kot oroZje za unicenje bakterij (Osredkar, 2012; Jie in sod.,
2013). Prav tako prispevajo k fizioloskim funkcijam centralno Zivénega sistema, kar
vkljucuje tudi proces ucenja in spomin. ROS so v telesu v ravnotezju z antioksidanti.
Oksidativni stres se pojavi ob poruSenju ravnotezja zaradi prekomerne tvorbe ROS ali
pomanjkanja antioksidantov, kar vodi do Stevilnih poSkodb celi¢nih struktur. ROS lahko
poskodujejo celiéno membrano (lipidna peroksidacija), proteine in RNA/DNA. Oksidacija
dednega materiala povzro¢i motnje v transkripciji in gensko mutacijo. Posledice se kazejo
v obolevanju ljudi za rakom, arteriosklerozo, artritisom, nevrodegenerativnimi boleznimi
ter Stevilnimi drugimi (Jie in sod, 2013).

V zacetku petdesetih let 20. stoletja je hiter razvoj jedrske energije sprozil potrebo po
za$¢iti pred Skodljivimi vplivi sevanja. Le-to povzro€i tvorbo prostih radikalov v nasem
telesu, medtem pa prisotnost kisika, ki s prostimi radikali reagira in povzroca verizne
reakcije, Skodo Se poveca. Ostali zunanji vplivi, ki povzrocajo nastanek prostih radikalov
so Se intenzivna aerobna vadba, UV svetloba, toplota, kajenje, onesnaZeno okolje ter celo
nekatera zdravila (analgetiki, citostatiki ...) (Forman in sod., 2014). Tudi procesi, ki
potekajo v nasem telesu povzrocajo tvorbo prostih radikalov. To se zgodi pri celicnem
dihanju oziroma natan¢neje v sklopu dihalne verige. Njihov nastanek je posledica uhajanja
elektronov iz elektronske transportne verige. Elektron se prenese direktno na molekulo
kisika namesto na naslednjega prenasalca elektronov v verigi. Pri tem nastane superoksidni
radikal O,". Priblizno 1-2 % vdihanega kisika dnevno se v mitohondrijih reducira v
superoksidni radikal. Le-tega pretvori mangan vsebujoca superoksid dismutaza (Mn SOD)
v H;O,. V prisotnosti bakrovih in Zelezovih ionov nastanejo pogoji za Fentonovo reakcijo
v kateri pride do tvorbe HO" (Cadenas in Davies, 2000). Ker reagira hitreje od hitrosti
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difuzije (nezmoznost potovanja) in zaradi izjemne reaktivnosti, deluje le lokalno
(Osredkar, 2012). Prosti radikali se lahko tvorijo tudi v endoplazmatskem retikulumu in
plazemski membrani (Jie in sod., 2013).

2.3 ANTIOKSIDANTI

Obstaja ve¢ definicij, ki opredeljujejo pomen besede antioksidant. Po definiciji zivilskih
tehnologov so antioksidanti tiste sestavine zivil oziroma dodatki zivilom, ki so lovilci
radikalov, tvorci kelatov s kovinskimi ioni ali pa kot reducenti kako drugace
preprecujejo/zmanjSujejo pojav zarkosti zivil ter druge oksidativne spremembe senzori¢nih
in prehranskih lastnosti Zivil. Za dietetike in nutricioniste so antioksidanti snovi, ki §citijo
telo pred Skodljivimi ucinki prostih radikalov, kovinskih ionov ter drugih oksidantov
(Vidrih in Kac, 2000). S kemijskega stalisca je podana bolj natanc¢na definicija, ki pravi, da
so antioksidanti nukelofilni reducenti, ki direktno reagirajo z oksidanti, ter tako
preprecujejo oksidativne spremembe tretje molekule (Forman in sod., 2014).

Razlike v antioksidativni uc¢inkovitosti bioaktivnin komponent so povezane s kemijsko
strukturo. Veéji AOP imajo fenolne spojine, ki imajo (Slatnar in sod., 2012):

— vecje Stevilo hidroksilnih skupin,

— o-dihidroksi razporeditev —OH skupin na B obro¢u,

— OH-skupino na poziciji C3, C4 na B obrocu,

— aglikonsko obliko,

— dvojno vez na C obrocu.

2.3.1 Delitev antioksidantov
2.3.1.1 Endogeni antioksidanti

Endogeni antioksidanti nastajajo v organizmu. Primarno obrambo pred ROS predstavljajo
trije pomembni encimi: glutation peroksidaza, katalaza in superoksid dismutaza (SOD),
kateri katalizirajo pretvorbo radikalov v manj reaktivne produkte. Ena molekula encima
katalaze pretvori Sest bilijonov molekul H,O, v vodo in kisik. Encim SOD pretvarja
superoksidne anione do H,O, ki je nadalje substrat za katalazo. Sekundarno encimsko
obrambo predstavljata glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, ki regenerira NADPH (reducirana
oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata) s ¢imer se ustvarja reduktivno okolje ter
glutation reduktaza, katera reducira glutation. Encima neposredno ne nevtralizirata prostih
radikalov, ampak okrepita delovanje primarne encimske obrambe Med endogene
antioksidante spada tudi ubikinol-10, ki je reducirana oblika koencima Q10 (Shebis in sod.,
2013). Prav tako pa tudi secna in lipoi¢na kislina, hormoni (melatonin, estrogen ...) ter
beljakovine, ki vezejo Zelezo in baker (transferin in ceruloplazmin) (Papas, 1999).
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2.3.1.2 Eksogeni antioksidanti

V skupino eksogenih antioksidantov, ki jih v telo vnesemo s hrano, se uvrscajo rastlinski
fenoli, karotenoidi, fosfolipidi, vitamini (A, E, C), produkti Maillardove reakcije
(dihidropiridini), koencim Q10, minerali, kot sta cink in selen (sestavna dela
antioksidativnih encimov) in peptidi (glutation). Nahajajo se predvsem v sadju in zelenjavi,
najdemo jih tudi v oljih (sezamovo olje, olivno olje ...) (Gordon, 2003; Shebis in sod.,
2013). Antioksidanti, ki so v zivilih naravno prisotni, pridobivajo pa jih tudi s sintezo, so
predvsem askorbinska kislina, tokoferoli ter citronska kislina. V skupino antioksidantov, ki
se pridobivajo zgolj s kemijsko sintezo, uvrs¢amo fenolne derivate (propil galat, BHA,
BHT) (Abramovi¢, 2011).

2.3.2 Antioksidanti v slivah

Slive vsebujejo pomembne sekundarne metabolite, kot so flavonoidi, fenolne kisline ter
Stevilne druge, ki so pomembni antioksidanti (Manganaris in sod., 2008). Lombardi-Boccia
in sod. (2004) so ugotovili, da sestava tal pomembno vpliva na vsebnost antioksidantov v
slivah. Koncentracije askorbinske Kisline, a- in y-tokoferolov, ter B-karotena, so bile visje
v slivah, ki so bile ekolosko pridelane in so rasle na tleh prekritih s travnikom. Najvecja
vsebnost fenolnih kislin je bila v primeru, ko so bila tla prekrita z deteljo (tudi tu je $lo za
ekolosko pridelavo), skupna vsebnost fenolnih spojin pa je bila vec¢ja v slivah pridelanih na
konvencionalen nacéin (obdelana tla) (Lombardi-Boccia in sod., 2004).

AOP sliv je mo¢no povezan z vsebnostjo fenolov ne pa z vsebnostjo antocianinov, saj le-ti
predstavljajo majhen del celotne vsebnosti fenolov v plodovih sliv (20 %) in malo vplivajo
na splo$no antioksidativno kapaciteto (Puerta-Gomez in Cisneros-Zevallos, 2011).

2.3.2.1 Fenolne spojine

Fenoli so cikli¢ne benzenove spojine, ki imajo eno ali ve¢ hidroksilnih skupin (Ferrazzano
in sod., 2011). Predstavljajo najvecjo skupino v vodi topnih fitokemikalij (Kaulmann in
sod., 2014). Razvr§¢ajo se v razlicne skupine glede na Stevilo ogljikovih atomov in
strukturo osnovnega ogljikovega skeleta. Poleg spojin topnih v vodi, ki se nahajajo v
vakuloah, sodijo v skupino fenolov Se razli¢ne polimerizirane oblike, kot so tanini ali
popolnoma netopni lignini (Murkovic, 2003). V sadju se v glavnem nahajajo brezbarvne
fenolne kisline (npr. hidroksicimetne kisline) in flavonoidi. V nezrelem sadju je vsebnost
fenolnih spojin bistveno vedja (izjema so antocianidini) kot v zrelem sadju (Stampar in
sod., 2014).
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Preglednica 3: Razvrstitev fenolnih spojin v rastlinah po stevilu C — atomov (Strack, 1997)

Stevilo C- osnovni skelet skupina primeri
atomov
6 Cs enostavni fenoli katehol, hidrokinon
7 Ce-Cy fenolne kisline siringinska kislina, p-
hidroksibenzojska kislina
8 Cs-C, fenilocetne Kisline 2-hidroksifenilocetna kislina
9 Cs-C5 hidroksicimetne Kisline kavna kislina
fenilpropeni miristicin
kumarini 6,7-dimetoksikumarin
izokumarini hidrangenol
kromoni evgenin
10 Cs-Cs naftokinoni juglon
13 Cs-C1-Cg ksantoni mangiferin
14 Cs-Cy-Cs stilbeni lanularska kislina
antrakinoni emodin
15 Cs-C3-Cs flavonoidi kvercetin
18 (Cs - Ca)2 lignani pinoresinol
neolignani evsiderin
30 (Cs - C5- Cs)2 biflavonoidi amentoflavon
N (Cs - Ca)n lignini lignini
(Cen melanini katehol melanini
(Cs-Cz-Cen kondenzirani tanini kondenzirani tanini
(flavonoli)

Tako svezi plodovi kot tudi suhe slive vsebujejo fenole, ki imajo antioksidativno
delovanje. Na njihovo vsebnost vplivajo Stevilni faktorji, kot so sestava tal, zrelost plodov
skladis¢enje po obiranju ter metoda suSenja (Cordova in Watson, 2011). UV-B sevanje in
nizke temperature inducirajo akumualcijo v epidermalnih celicah (Harbaum-Piayda in sod.,
2010). Vegjo koncentracijo fenolov imajo rdece in vijoli¢no obarvani sadezi. Poleg barve
imajo vpliv tudi na okus (Cordova in Watson, 2011). Encimska oksidacija fenolov
povzroci porjavenje mesa, delno pa se spremeni tudi okus. Oksidacija je posledica poskodb
celic v plodu zaradi mehanskih poskodb, mraza in staranja. Slive vsebujejo 61 mg/100 g do
209 mg/100 g fenolnih spojin (izrazeno kot ekvivalent galne kisline), odvisno od sorte
(Kaulmann in sod., 2014). Nekateri avtorji navajajo, da je vsebnost Se vi§ja in sicer do 375
mg/100 g (Stampar in sod., 2014).

Antioksidativni potencial fenolnih spojin je posledica njihove sposobnosti, da lovijo proste
radikale, so reducenti, vezejo kovinske ione v stabilne komplekse ter deaktivirajo

prooksidativne encime lipooksigenaze (Abramovi¢, 2011). Neoklorogenska ter
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klorogenska kislina, dve glavni fenolni spojini v suhih slivah, izkazujeta moc¢an potencial
odstranjevanja superoksidnih radikalov (Gallaher in Gallaher, 2009).

2.3.2.1.1 Flavonoidi

Flavonoidi so najvecja skupina fenolnih spojin. Sestavljeni so iz aromatskih obrocev A in
B, ki ju povezuje heterociklicni obro¢ C. Glede na substituiranost obroca C razvrstimo
flavonoide v devet skupin: flavani, flavanoni, flavanoli ali katehini, izoflavanoni, flavoni,
flavonoli, izoflavoni, halkoni ter antocianidini (Abramovic, 2011).

V skupino antocianidinov spadajo naslednje spojine: malvidin, cianidin, delfinidin,
petunidin, pelargonidin in Se nekatere druge. Glavni tipi antocianidinov se locijo le po
Stevilu —OH skupin na aromatskem obrocu B. Z vezavo sladkorjev (glukoza, ramnoza,
ksiloza, galaktoza, arabinoza ...) preidejo v antocianine. V naravi je ve¢ina antocianov v
glikozilirani obliki (Miguel, 2011). Antocianini so najpomembnej$i vodotopni pigmenti
rastlin in dajejo modro, rdece ter vijolicno obarvanje (cvetovom, sadju ...) (Murkovic,
2003). Njihova primarna vloga je, da delujejo kot atraktanti (privlacijo zuzelke in ptice) ter
tako skrbijo za opraSevanje rastlin in raznasanje semen (Harborne, 1967). Prav tako $¢itijo
pred prekomerno UV radiacijo in oksidacijo celic (prostim radikalom donirajo vodikov
atom) (Goulas in sod., 2012). Najpogostejsi antocianini, prisotni v slivah, so cianidin-3-
rutinozid, cianidin-3-glukozid ter peonidin-3-rutinozid (Manganaris in sod., 2008). Slive s
¢rno barvo plodu vsebujejo 39,7 mg antocianinov/100 g svezega plodu (brez koscice),
ostale (rdece in rumene) pa nekoliko manj (Goulas in sod., 2012).

Rezultati studije, ki sta jo opravila Puerta-Gomez in Cisneros-Zevallos (2011), so pokazali,
da se v slivah sinteza antocianinov nadaljuje tudi po tem, ko plodovi ze dosezejo polno
zrelost (Puerta-Gomez in Cisneros-Zevallos, 2011).

2.4 METODE DOLOCANJA ANTIOKSIDANTOV

Vecina danes aktualnih antioksidantov, med katerimi so najpomembnejse fenolne spojine,
spada v skupino sekundarnih rastlinskih metabolitov. Gre za strukturno razli¢ne spojine, ki
nastajajo po Stevilnih metabolnih poteh, vendar iz relativno maloStevilnih in splo$no
znanih in pomembnih prekurzorjev (piruvat, acetat, acetil-CoA ...). Za razumevanje in
pojasnitev njihove antioksidativne aktivnosti in vivo sta izolacija in kemijska
karakterizacija teh spojin vsekakor potreben, ne pa tudi zadosten pogoj (Vidrih in Kag,
2000).

V rastlinski celici so fenolne spojine v ve¢ji meri vezane na strukturne elemente celi¢ne
stene (pektin, arabinoksilani) in proteine. Del fenolov je v obliki topnih konjugatov
(glikozidi in estri), le manjsi delez fenolnih spojin pa je prostih. Fenole, ki so vezani na
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celiéno steno pridobimo le, ¢e ustvarimo pogoje za cepitev vezi, ter tako povzro¢imo
razgradnjo strukturnih elementov celi¢ne stene in omogoc¢imo sprostitev vezanih fenolnih
spojin. Izolacijo tovrstnih snovi iz rastlinskega materiala omogoca vecéstopenjska
ekstrakcija ter hidroliza z dodatkom encimov (pektinaze in celulaze) ali kisline oziroma
alkalij (Abramovig, 2011).

AOP preiskovanega vzorca praviloma merimo primerjalno, kar pomeni, da standardnemu
(za oksidacijo obcutljivemu) substratu, ki ga izpostavimo standardnemu (ponovljivem)
"oksidacijskemu kvaru" (znana obdelava s kisikom, znan vir prostih radikalov, ...),
dodamo antioksidant in primerjamo potek oksidacije glede na enak vzorec. Le-tega

izpostavimo enakim vplivom, vendar ga ne zas¢itimo z antioksidantom (Vidrih in Kac,
2000).

2.4.1 In vitro metode

2.4.1.1 Doloc¢anje antioksidacijskega potenciala z DPPH’ radikalom

Molekula 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) je stabilen prosti radikal, saj zaradi
delokalizacije prostega elektrona molekule ne tvorijo dimer, ki je znacilen za vecino
ostalith prostih radikalov. Delokalizacija elektronov povzro¢a mocno vijolicno barvo
raztopine DPPH’ v metanolu. Metoda temelji na reakciji radikala z antioksidanti
(preiskovan vzorec), pri kateri nastane reducirana oblika DPPH,, zaradi Cesar raztopina
izgubi vijolicno barvo. Izginjanju barve sledimo spektrofotometricno z merjenjem
absorbance pri 517 nm (Alam in sod., 2013).

2.4.1.2 Metoda ABTS™

Pri tej indirektni metodi se meri izguba barve, do ¢esar pride zaradi dodatka antioksidantov
k kromoforju ABTS™ (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)) (modro zelene
barve). Antioksidanti prisotni v vzorcu reducirajo ABTS™ kar vodi do razbarvanja.
Absorbanco merimo pri 750 nm. Rezultate izrazimo kot antioksidativno ucinkovitost v
ekvivalentih Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina), ki se
uporablja kot standard. Gre za sinteti¢ni, v vodi topni analog vitamina E (Alam in sod.,
2013).

2.4.1.3 ORAC metoda

Pri metodi ORAC (ang. Oxygen Radical Absorbance Capacity) dolo¢amo ucinkovitost
lovljenja kisikovih radikalov. Kot tar¢na molekula, na katero delujejo peroksilni radikali,
se uporablja B-fikoeritrin ali fluorescin. Vir radikalov je AAPH (2,2-azobis(2-
amidinopropan) dihidroklorid). Postopek poteka tako, da dodamo preiskovanemu vzorcu
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B-fikoeritrin ter AAPH, ki povzro¢i oksidacijo fikoeritrina zaradi ¢esar se zmanjsa njegova

fluorescenca. Kot standard sluzi Trolox, zato so ORAC vrednosti izrazene kot pumol
Trolox/g (Alam in sod., 2013).

2.4.1.4 Kolorimetri¢no dolo¢anje razbarvanja radikala DMPD™

N,N-dimetil-p-fenilen diamin dihidroklorid (DMPD) je spojina, ki se uporablja za merjenje
antioksidativnega potenciala sadnih sokov in ostalih naravnih izdelkov. V prisotnosti feri
eleza pride do tvorbe DMPD™ radikalov. Fe** se veze na molekulo DMPD pri Gemer
ostane v feri obliki, nastali kompleks pa se obarva rahlo roza. Ce dodamo taksni me3anici
antioksidante pride do redukcije Fe** v Fe**, kar vodi v razbarvanje DMPD™ (Mehdi in
Rizvi, 2013). Postopek temelji na merjenju zmanjSanja absorbance DMPD pri
absorpcijskem maksimumu (505 nm) (Alam in sod., 2013).

2.4.2 In vivo metoda

2.4.2.1 Dolocanje intracelularne oksidacije celic kvasovk Saccharomyces cerevisiae

Kvasovke spadajo v enega izmed najpreprostejSih modelov ekvariotskih organizmov, kljub
temu pa so klju¢ni celi¢ni procesi med kvasovko in ¢lovekom ohranjeni. Kvasne celice
imajo pred humanimi celicami doloc¢ene tehni¢ne prednosti, kot so hiter zivljenjski cikel
(hitreje pridobljeni rezultati) ter kultivacija, ki ne vkljuCuje zahtevnih sterilnih tehnik ter
dragih gojiS¢. Po inokulaciji kvasnih celic v hranilni medij, ki vkljucuje glukozo, poteka
njihova proliferacija, dokler niso porabljeni viri ogljika. Kultura takrat doseze nasicenje pri
tem pa nastopi stacionarna faza, ki odraza njeno stabilno metabolno in oksidativno stanje
(Zakrajsek in sod., 2011). Celice se ne delijo ve¢, metabolizem pa se upocasni. V takSnem
stanju lahko celice prezivijo brez dodanih hranil ve¢ tednov oziroma mesecev (Jakubowski
in sod., 2000).

Kvasovka S. cerevisiae je dobro raziskan evkariontski organizem in je kot modelni
organizem primeren v stacionarni fazi rasti, saj so kvasne celice v tej fazi podobne celicam
vecceliCnih organizmov: vec€ino energije pridobijo v sklopu mitohondrijskega dihanja,
celice so v tako imenovani Gq fazi (faza mirovanja ali kviescenca), poskodbe se skozi ¢as
kopicijo (Zakrajsek in sod., 2011).

Barvilo 2',7'-diklorodihidrofluorescein  (H,DCF) se wuporablja za detekcijo H,0,,
hidroperoksidov in duSikovih oksidov ter za Studije oksidativnega stresa na celi¢ni ravni.
Metoda dolo¢anja znotrajceli¢ne oksidacije temelji na merjenju fluorescence oksidiranega
barvila H,DCF. Le-ta se doda celicam v obliki diacetat estra (H,DCFDA), ki zaradi svoje
nepolarnosti enostavno prehaja preko membran celic, kjer ga nespecificne esteraze
hidrolizirajo do H,DCF. Nastali produkt je polaren zaradi ¢esar ostane ujet znotraj celic in
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ne prehaja preko membran. V notranjosti celic ga reaktivne kisikove zvrsti oksidirajo do
diklorofluorosceina (DCF). DCF fluorescira pri valovni dolzini 520 nm, valovna dolzina
vzbujanja (ekscitacije) pa je 488 nm (Jakubowski in Bartosz, 1997). Oksidacijo molekule
H,DCF ne povzrocajo samo ROS temvec¢ ve¢ dejavnikov, zaradi ¢esar se le ta uporablja za
splosno oceno intracelularne oksidacije in ne za doloanje posameznih zvrsti (Wang in
Joseph, 1999).

Metoda je relativno poceni, enostavna, hitra ter robustna. Kljub temu pa ima dolocene
pomanjkljivosti, saj obstajajo Stevilni dokazi, da H,DCF ne reagira vedno v enakem
obsegu z najpogostej$imi reaktivnimi kisikovimi zvrstmi. Prav tako naj bi bilo celo samo
barvilo sposobno generirati ROS. Se vedno ni dovolj jasno, kateri oksidanti so odgovorni
za nastanek DCF. Barvilo 2',7'-diklorodihidrofluorescein naj bi reagiralo tudi s Stevilnimi
ostalimi spojinami znotraj celice, kot so citokrom c, peroksidaze ter oksidaze, ki
povzroc€ijo njegovo oksidacijo in povecano fluorescenco brez sprememb reaktivnih zvrsti v
celici (Hoet in sod., 2013). Oksidacija H,DCF z H,0, je odvisna od prisotnosti peroksidaz
ali od prehodnih kovin vezanih na proteine, in sama od sebe ne pote¢e (Winterbourn,
2014).

2.5 SKLADISCENJE SLIV

Za skladiscenje morajo biti slive obrane v primernem casu, takoj odpeljane v hladilnico,
hitro ohlajene in postavljene v posebne komore, kjer v ¢im krajSem Casu vzpostavimo
zelene razmere (Stampar in sod., 2014). Skladis¢enje pri nizkih temperaturah mora biti
ustrezno regulirano, saj se lahko v nasprotnem primeru razvijejo poskodbe plodov kot
posledica prenizkih temperatur (ang. chilling injury). Lahko se pojavi porjavenje in
prosojnost mesa, izcejanje soka, akumulacija rdeCega pigmenta. Vecina sort sliv je
obcutljiva na tovrstne poSkodbe, kadar jih skladis¢imo pri 5 °C, saj gre za posledico
fizioloskih odzivov, ki lahko pri relativno visoki temperaturi (2-8 °C) Se potekajo. Za
podaljSanje obstojnosti se priporoc¢a skladiscenje pri 0 °C in 95 % relativni zracni vlagi.
Zaradi obcutljivosti na nizke temperature je ¢as skladiS¢enja od enega do Sest tednov,
odvisno od sorte in ravnanja s plodovi po obiranju (Manganaris in sod., 2008).

2.5.1 Normalna atmosfera

Pri skladis¢enju v normalni atmosferi se uravnava temperatura in relativna vlaznost, v
kolikor je potrebno se izvr$i tudi zamenjava zraka (prezraevanje) (Hribar, 2003). Zrak
sestavlja 78,09 % dusika (N3), 20,95 % kisika (O2) ter 0,03 % ogljikovega dioksida (CO,)
(Smith in Day, 2003). Da bi dosegli Zelene ucinke, kot so upocasnjeno dihanje in izguba
vode, zmanjSana sinteza etilena ter mikrobiolosko neoporec¢nost, je potrebno doseci nizke
temperature ¢im prej, vsaj 4 ure po obiranju. Pri skladiS§¢enju je pomembno, da ne pride do
temperaturnih nihanj, ki bi vplivala na respiracijo in s tem na kakovost zivila. Visoka
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vlaznost preprecuje izgubo vode, venenje in grbancenje plodov. V kombinaciji z visokimi
temperaturami pa povzroci razvoj plesni in bakterij (Tan in Considine, 2006).

2.5.2 Modificirana atmosfera

Pakiranje v modificirani atmosferi (MAP) je tehnika embaliranja pri kateri zrak, ki se
nahaja okoli zivil, nadomestimo z ustrezno mesanico drugih plinov, ter s tem podaljSamo
obstojnost. Tovrstni pogoji zavirajo rast bakterij, kvasovk in plesni. Za razliko od
kontrolirane atmosfere, se pri MAP koncentracije posameznih plinov po pakiranju ne
kontrolirajo ve¢ (Smith in Day, 2003). Uporablja se embalaza s selektivno prepustnostjo
plinov, kar pomeni da omogoca stalen vstop O (v tak$ni koli¢ini kot ga porablja Zivilo) ter
difuzijo CO; iz embalaze (Robertson, 2003). Obi¢ajno se za pakiranje v MAP uporabljajo
naslednji plini: CO,, N, in O,. Priporo¢ena sestava kontrolirane ali MAP pri skladi$¢enju
oziroma transportu sliv je 1-2 % O, ter 0-5 % CO, pri temperaturi 0-5 °C (Rama in
Narasimham, 2003).

V raziskavi, ki so jo opravili Guan in Dou (2010), so ugotavljali vpliv MAP (pri
temperaturi 0 °C) na kakovost ter porjavenje sliv. V prvih 45 dneh je prislo do manjse
sinteze antocianinov v primerjavi s kontrolo (nepakirane slive, temperatura skladis¢enja
0 °C), na koncu skladis¢enja (60. dan) pa bistvenih razlik v koncentraciji antocianinov pri
slivah pakiranih v MAP in kontroli ni bilo. Podobno je bilo tudi pri vsebnosti fenolnih
spojin. Pri slivah, ki so bile pakirane v MAP, je bila aktivnost encima polifenol oksidaze
zmanjSana, zaradi Cesar je priSlo do manjSe oksidacije fenolov. Posledica oksidacije je
tvorba kinonov, ki so odgovorni za porjavenje tkiva (Guan in Dou, 2010).

2.6 METODA TRETIRANJA Z VROCO VODO

Zaradi vse veCjega zavedanja potrosnikov o Skodljivosti kemijskega tretiranja sadja in
zelenjave, se je povecala potreba po razvoju mehanskih metod obdelave. Med tovrstnimi
metodami (uporaba materialov z oznako GRAS, MAP, vakuumsko pakiranje ...) ima
najvecji potencial metoda tretiranja z vro¢o vodo. Zacetki uporabe segajo v leto 1922, ko
se je tovrstna obdelava uporabljala za prepre¢evanje gnilobe citrusov (Fallik, 2004).

Uporablja se metoda potapljanja v vro¢i vodi (HWT — ang. hot water treatment), spiranje z
vro¢o vodo in $¢etkanje (HWRB — ang. hot water rinsing and brushing), vro¢a para ali vro¢
suh zrak. Najpogosteje uporabljen medij je voda, saj ima vecjo toplotno prevodnost kot
zrak. Pri metodi HWT se uporabljajo temperature med 43 °C in 53 °C, sam postopek pa se
izvaja od nekaj minut do 2 uri. Cas je odvisen od velikosti plodov, vegji kot so, daljsi je
Cas. Tretiranje s HWRB traja 10-25 sekund pri temperaturi med 48 °C in 63 °C. Pri

slednjem gre za novejSo tehniko, prva uporaba na trzis¢u sega v leto 1996. Sveze plodove
spirajo s curkom vroce vode, pri ¢emer se peljejo po krtacah izdelanih iz srednje mehkih
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sinteti¢nih $¢etin. Obe metodi inhibirata zorenje, pojav gnilobe in v vecini primerov
odpornost plodov na patogene organizme ter poSkodbe zaradi nizkih temperatur. Za slive
sorte Friar je primerna obdelava z HWRB pri temperaturi 45-50 °C (35-30 minut). HWRB
zavira aktivnost encima polifenol oksidaze, ki oksidira fenole in povzroca porjavenje
(Fallik, 2004).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci sliv

Za analizo smo uporabili tri sorte sliv: 'Excalibur’, "Jubileum' in 'Reeves'. Obrane so bile v
komercialni zrelosti na raziskovalni postaji Bioforsk Ullensvang v kraju Lofthus na
Norveskem. Plodovi so bili skladis¢eni v NA ali MAP (folija X-tend s tako prepustnostjo
za O in COy, da je bila vsebnost O, 10,0 % + 1,0 % in CO; 10,0 % £ 1,0 %), v temi in pri
temperaturi 1 °C. Polovica vzorcev je bila na dan obiranja tretirana z vroco vodo (52 °C, 2
minuti), nato pa skupaj z ostalo polovico skladis¢ena v NA ali v MAP. Vsi vzorci so bili
po 4 tednih skladi$¢enja homogenizirani v 2 % raztopini metafosforne kisline (10 g vzorca
+ 10 ml 2 % metafosforne kisline) ter zamrznjeni in prepeljani v Slovenijo na Biotehnisko

vwe

Preglednica 4: Oznake vzorcev

Oznaka vzorca/Oznaka Sorta Cas Vrsta Tretiranje z vro¢o
paralelke skladis¢enja skladis¢enja vodo (HWT)
1/1a 'Excalibur’ 4 tedni NA -
2/2a 'Excalibur’ 4 tedni MAP -
3/3a 'Excalibur’ 4 tedni NA +
4/4a 'Excalibur’ 4 tedni MAP +
5/5a 'Reeves' 4 tedni NA -
6/6a 'Reeves' 4 tedni MAP -
7/7a 'Reevesv 4 tedni NA +
8/8a 'Reeves' 4 tedni MAP +
9/9a ‘Jubileum’ 4 tedni NA -
10/10a ‘Jubileum’ 4 tedni MAP -
11/11a ‘Jubileum’ 4 tedni NA +
12/12a ‘Jubileum’ 4 tedni MAP +

K (kontrola)

NA — navadna atmosfera, MAP — modificirana atmosfera, NA + HWT — navadna atmosfera,
kombinirana s predhodno obdelavo z vro¢o vodo, MAP + HWT — modificirana atmosfera,
kombinirana s predhodno obdelavo z vroco vodo

3.1.2 Mikroorganizem

Uporabili smo kvasovko Saccharomyces cerevisiae (ZIM2155) iz Zbirke industrijskih
mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil
Biotehniske fakultete. Kvasovko smo hranili v petrijevkah s trdnim YEPD gojis¢em
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(kvasni ekstrakt-pepton-glukoza) v inkubatorju pri 28 °C, za analizo pa smo uporabili 3 dni
staro kulturo.

3.1.3 Gojisce
Za precepljanje in hranjenje kulture smo uporabili YEPD agar.

Sestavine iz preglednice 5 smo natehtali v 2-L ¢a$o in premesali s pomo¢jo mesalnika.
Gojisce smo nato sterilizirali z avtoklaviranjem pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar, 20
minut. Po koncani sterilizaciji smo ga ohladili na 45 °C in razlili v petrijeve plosce. Le-te
smo ovili z aluminijasto folijo in shranili pri sobni temperaturi do uporabe.

Preglednica 5: Sestava trdnega gojis¢a YEPD

Sestavina Masa (g)
kvasni ekstrakt (Biolife) 5
bakterioloski pepton (Biolife) 10
glukoza (Merck) 10

agar (Biolife) 10
destilirana voda (dH,0) 500 mL

Za aerobno submerzno namnozevanje kvasne biomase smo uporabili tekoce YEPD
gojisce. Kultivacija do stacionarne faze rasti je potekala na stresalniku pri 220 obr./min in
temperaturi 28 °C.

Sestavine iz preglednice 6 smo natehtali v 2-L ¢aso in premesali s pomo¢jo meSalnika. V
dve 1-L erlenmajerici (Shot Duran) z enim utorom in stransko roko smo z merilnim valjem
prenesli po 360 mL gojis¢a. Uporabili smo tudi dve 100-mL erlenmajerici BOROSILICAT
z enim utorom in stransko roko, v kateri smo prenesli po 50 mL gojisca. Steklovino z
gojis¢em smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Pred uporabo
smo gojisce ohladili na sobno temperaturo.

Preglednica 6: Sestava teko¢ega gojis¢a YEPD

Sestavina Masa (g)
kvasni ekstrakt (Biolife) 10
bakteriolo$ki pepton (Biolife) 20
glukoza (Merck) 20
destilirana voda (dH,0) 500 mL
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3.1.4 Raztopine in reagenti

— PBS pufer,

— 50 mM Kalijev fosfatni pufer, pH 7,8,

— metafosforna kislina (Molekula) za pripravo 2 % raztopine,
— 96 % etanol (Merck),

— H,DCFDA (Sigma).

3.1.4.1 Priprava 2 % raztopine metafosforne kisline (MFK)

Zatehtali smo 2 g MFK (HPO3) in jo kvantitativno prenesli v 100-mL bucko ter jo z Mili-Q
vodo dopolnili do oznake. Buc¢ko smo prenesli na meSalnik, kjer smo jo pustili toliko Casa,
da so se raztopili vsi kristali.

3.1.4.2 Priprava fosfatnega pufra (PBS)

Uporabili smo komercialno mesanico (ang. Phosphate Buffered Saline). Za pripravo 300
mL PBS pufra smo v ustreznem volumnu bidestilirane vode s pomo¢jo magnetnega mesala
raztopili 3 tabletke (Oxoid). Raztopino smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C
in tlaku 1,1 bar nato pa do uporabe shranili v hladilniku pri + 4 °C. Pufer smo uporabili za
vzdrzevanje kvasovk v stacionarni fazi rasti.

3.1.4.3 Priprava 50 mM Kkalijevega fosfatnega pufra, pH=7,8

Preglednica 7: Sestava 50 mM K,HPO,

Sestavina Kolicina Koncna koncentracija

K,HPO,4 (Merck) 4,36 g 50 mM

bidestilirana voda (ddH,0) do 500 mL

Preglednica 8: Sestava 50 mM KH,PO,

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija

KH,PO, (Merck) 3404 50 mM

bidestilirana voda (ddH,O) do 500 mL

Kalijev fosfatni pufer (50 mM) smo pripravili tako, da smo v eno ¢aso zatehtali 4,36 g
K,HPO, (B6), v drugo pa 3,40 g KH,PO, (B7). Sledil je prenos v 500-mL bucki, kateri
smo do oznake napolnili z bidestilirano vodo. Posamezni komponenti pufra smo zdruzili
tako, da je bil kon¢ni pH enak 7,8 (B7 smo dodajali k B6). Pufer smo nato filtrirali preko
filtra z velikostjo por 0,2 um. Pred uporabo smo ga shranili pri temperaturi 28 °C.
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3.1.4.4 Priprava 1 mM raztopine H,DCFDA

Pol ure pred merjenjem znotrajceli¢ne oksidacije smo zatehtali 0,0026 g H,DCFDA
(shranjen na —20 °C) nato pa v temi dodali 5,3 mL 96 % etanola in dobro premesali.

3.1.5 Aparature in pribor

Pri pripravi vzorcev, reagentov in dolocanju znotrajceli¢ne oksidacije smo uporabili v
nadaljevanju nastete aparature in pribor:

— zamrzovalna omara LTH, —20 °C,

— hladilnik (BSK International SK 405),

— tehtnica PS 1200/C/2 (Radwag),

— tehtnica exellence (Sartorious),

— magnetno me$alo MM-540 (Tehtnica Zelezniki),

— 100-mL erlenmajerica s stransko roko in enim utorom (Borosilicat),
— 500-mL erlenmajerica s stransko roko in enim utorom (Simex),

— 1000-mL erlenmajerica s stransko roko in enim utorom (Shot Duran),
— merilni valj,

— gobasti zamasek,

— aluminijasta folija,

— kontrolni avtoklavirni trak,

— parni sterilizator — avtoklav (Semlab),

— brezprasna komora LVF P122 (Iskra Pio),

— gorilnik,

— cepilne zanke,

— petrijevke (Golias),

— fotometer MA 9510 za merjenje opti¢ne gostote (Iskra),

— stresalnik Multitron (INFORS HT),

— centrifuga CENTRIC 322A (Tehtnica),

— centrifuga CENTRIC 200 (Tehtnica),

— centrifuga 5415 D (Eppendorf),

— falkonke,

—  pipete,

— 2-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf),

— vrtin¢nik TTS2 (Ika),

— inkubator IG 150 (Jouan),

— 96-prostorne mikrotitrske plos€ice za merjenje luminiscence (Nunc),
— Citalec mikrotitrskih ploscic Safire 2 (Tecan),

— racunalniski program Magellan,
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— pH-meter (Metller Toledo),
— magnetno mesalo-Rotamix SHP-10 (Tehtnica),
— filter (0,2 um, 0,45 um).

3.2 POTEK DELA

3 dni stara kultura S. cerevisiae (ZIM 2155)
na trdnem gojis¢u YEPD

}

Kultivacija do stacionarne faze rasti
(220 obr./min, 28 °C)

l '‘Excalibur' | 'Jubileum' | 'Reeves'

Prenos kulture v PBS po 60h kultivacije SKLADISCENJE

1 |

Inkubacija (220 obr./min, 28 °C, NA

MAP

96h) (1x10° celic/mL)

l NAHW + HWT | MAPH + HWT

l

Tretiranje celic z ekstrakti sliv (220

obr./min, 28 °C, 2h) — EKSTRAKTI SLIV

l

Dolo¢anje znotrajceli¢ne oksidacije

Slika 4: Shema poteka eksperimentalnega dela

3.3 METODE DELA

3.3.1 Priprava ekstraktov sliv za analizo

Vzorce (Preglednica 4) smo odmrznili v mla¢ni vodi in po 2 mL vsakega prenesli v
mikrocentrifugirke ter centrifugirali (12000 g, 5 minut). Sledila je filtracija (filter s
premerom por 0,45 um) v 1,5-mL mikrocentrifugirke. 1z vsake smo nato prenesli po
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500 pL vzorca v dve novi 1,5-mL mikrocentrifugirki. Do nadaljnje uporabe smo vzorce
(ekstrakte) shranili pri —17 °C.

3.3.2 Kultivacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae

Za kultivacijo kvasovke do stacionarne fazi rasti smo uporabili 3 dni staro kulturo S.
cerevisiae. Le-to smo prenesli s trdnega gojis¢a YEPD v 50 mL tekocega gojis¢a YEPD
(100-mL erlenmajerica Borosilicat z enim utorom) do opti¢ne gostote OD = 0,95. Nato
smo odvzeli 40 mL kulture in jo prenesli v 360 mL tekocega gojis¢a YEPD (1-L
erlenmajerica Shot Duran z enim utorom). Sledila je kultivacija do stacionarne fazi rasti na
stresalniku pri 28 °C in 220 obr./min., 60 ur.

Slika 5: Kultivacija kvasovke do stacionarne faze rasti na stresalniku

50 mL brozge smo centrifugirali 3 minute pri 4000 obr./min in odlili supernatant. Biomaso
smo resuspendirali v 50 mL PBS ogretega na 28 °C. Postopek spiranja sedimenta smo
ponovili Se enkrat. 40 mL kvasne suspenzije smo nato prenesli v 500-mL erlenmajerico
Simex z enim utorom, v katero smo dodali Se 160 mL na 28 °C ogretega PBS.
Koncentracije kvasne suspenzije je bila tako 1 x 10° celic/mL. Sledilo je stresanje na
stresalniku pri 220 obr./min. in 28 °C, 96 h.

3.3.3 Izpostavitev celic kvasovke metafosforni kislini

Celice kvasovk smo pred tretiranjem z ekstraktom sliv najprej izpostavili razlinim
koncentracijam metafosforne kisline (MFK), da bi preverili njen vpliv na proces dolocanja
znotrajceli¢ne oksidacije celic. V laminariju smo v 50-mL falkonko odpipetirali 10 mL
suspenzije kvasovke S. cerevisiae v pufru PBS ter dodali 25 pL 2 % raztopine MFK v eno,
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50 uL MFK v drugo ter 100 uL MFK v tretjo falkonko. Pripravili smo tudi kontrolo, Kjer
smo namesto MFK dodali ustrezen volumen PBS.

Sledilo je stresanje kulture na stresalniku 2 uri pri 220 obr./min. in 28 °C.

3.3.4 Izpostavitev celic kvasovke ekstraktom sliv

V laminariju smo v 50 mL falkonko odpipetirali 10 mL suspenzije kvasovke S. cerevisiae
v pufru PBS ter dodali 50 pL vzorca (ekstrakt sliv v 2 % MFK). Namesto ekstrakta sliv
smo pri kontroli dodali 50 pL 2 % MFK. Sledilo je stresanje na stresalniku 2 uri pri 220
obr./min. in 28 °C.

3.3.5 Dolocanje znotrajceli¢ne oksidacije celic

Znotrajceli¢no oksidacijo v celicah kvasovke S. cerevisiae smo dolocali po protokolu
povzetem po Jakubowski in sod. (2000). Po tretiranju celic kvasovke z ekstraktom sliv (ali
z MFK) smo v 2-mL Eppendorf centrifugurke prenesli 2 mL celi¢ne suspenzije, nato pa
centrifugirali 5 minut pri 14000 obr./min. Po odstranitvi supernatanta smo sedimentu
dodali 2 mL 50 mM Kkalijevega fosfatnega pufra pH 7,8 (ogretega na 28 °C) ter dobro
premesSali s pomocjo vrtincnika. Sledilo je ponovno centrifugiranje 5 minut pri 14000
obr./min. Postopek spiranja sedimenta smo ponovili dvakrat. Sedimentu smo nato dodali
990 pL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH= 7,8), dobro premesali ter inkubirali 5
minut pri 28 °C (stabilizacija). Po kon¢ani inkubaciji smo v temi dodali 10 pL 1 mM sveze
pripravljene raztopine H,DCFDA in dobro premesali. Centrifugirke smo nato prenesli v
falkonko prekrito z aluminijevo folijo (zascita pred svetlobo) ter inkubirali na stresalniku
15 minut pri 28 °C. Po koncani inkubaciji smo vzorce v dveh ponovitvah po 200 pL v
petih minutah prenesli na mikrotitrsko plos€ico. S pomoc¢jo Citalca mikrotitrskih plos¢
Safire 2 (Tecan) in programske opreme Magellan smo spremljali 2-h Kkinetiko
fluoresciranja vzorcev. Valovna dolZzina vzbujanja je bila 488 nm, emisije pa 520 nm.
Oceno znotrajceli¢ne oksidacije (PF-prirast fluorescence) smo opravili s pomocjo
naslednje formule:

F120—Fo
—_— (1

- M
Kjer je Fiz0 vrednost fluorescence ob ¢asu t = 120 min, ter Fq vrednost fluorescence ob casu
t=0min.

Rezultate smo izrazili kot relativne vrednosti prirasta fluorescence glede na kontrolo
(netretirana kultura), pri ¢emer nizje vrednosti pomenijo veé¢ji AOP in obratno. Za izracun

smo uporabili formulo:
PF, orec
PFL ... (2)
kontrola
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4 REZULTATI

V magistrski nalogi smo dolocali in vivo anitoksidativni potencial (AOP) v plodovih sliv
treh sort z merjenjem znotrajceline oksidacije v celicah kvasovke Saccharomyces
cerevisiae po protokolu povzetem po Jakubowski in sod. (2000).

4.1 IZPOSTAVITEV CELIC KVASOVKE RAZLICNIM KONCENTRACIJAM
METAFOSFORNE KISLINE

Ker so bili ekstrakti sliv pripravljeni z metafosforno kislino, smo pred zacetkom dolo¢anja
znotrajceliCne oksidacije celic kvasovke S. cerevisiae, le-te izpostavili razlicnim
koncentracijam MFK, da bi preverili njen vpliv na prirast fluorescence. Vrednost
relativnega prirasta fluorescence je bila pri tretiranju kvasovk s 50 pL 2 % raztopine MFK
enaka 1,09 zaradi ¢esar smo v nadaljevanju eksperimenta uporabljali 50 pL posameznega
ekstrakta sliv, stabiliziranega z MFK.
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Slika 6: Doloc¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z razli¢nimi
koncentracijami 2 % MFK. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti relativnega prirasta
fluorescence = sd.
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4.2 OCENA ZNOTRAJCELICNE OKSIDACIJE CELIC

Preverili smo, kaksen je vpliv vrste skladis¢enja na AOP ter ali sorta znacilno vpliva na in
vivo antioksidativni potencial. Ugotavljali smo tudi korelacijo med in vitro ter in vivo
antioksidativnim potencialom.

Z grafa (Slika 7) je razvidno, da skladis¢enje sliv sorte 'Excalibur’' v MAP v kombinaciji s
predhodno obdelavo z vroco vodo (tretiranje z vro¢o vodo pri 52 °C, 2 minuti) najbolje
vpliva na antioksidativno uc¢inkovitost in se od drugih nacinov skladi$¢enja statisticno
znalilno razlikuje. Med skladis¢enjem v MAP in NA + HWT ni statistiéno znacilnih
razlik. Najslabsi AOP ima sorta 'Excalibur' pri skladis¢enju v navadni atmosferi.
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Slika 7: Dolocanje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Excalibur', ki so bile skladiS¢ene pri razli¢nih pogojih: NA, MAP, NA + HWT, MAP +
HWT. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti relativnega prirasta fluorescence + sd (n = 2).
Vrednosti, ki so oznacene z razli¢no ¢rko (a, b, ¢) v indeksu, se glede na nac¢in skladiséenja med
seboj statisti¢no znacilno razlikujejo.

Najmanyjsi relativni prirast fluorescence pri sorti 'Jubileum' (Slika 8) je pri pogojih, kjer so
bili plodovi sliv pred skladis¢enjem obdelani z vro¢o vodo. Med skladis¢enjem v MAP +
HWT ter NA + HWT ni statisticno znalilnih razlik. Skladis¢enje v NA in MAP se
statisti¢no znacilno razlikuje od skladis¢enja v NA + HWT in MAP + HWT, medtem ko
med skladiS¢enjem v NA ter MAP ni znacilnih razlik.

Pri sorti 'Reeves' (Slika 9) razlike med skladiS¢nimi pogoji niso statisticno znacilne.
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Slika 8: Doloc¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Jubileum’, ki so bile skladi§¢ene pri razli¢énih pogojih: NA, MAP, NA + HWT, MAP + HWT.
Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti relativnega prirasta fluorescence = sd (n = 2).
Vrednosti, ki so oznac¢ene z razli¢no ¢rko (a, b) v indeksu, se glede na nacin skladis¢enja med seboj
statisticno znacilno razlikujejo.
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Slika 9: Dolo¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Reeves', ki so bile skladiscene pri razli¢nih pogojih: NA, MAP, NA + HWT, MAP + HWT.
Rezultati so prikazani kot povpreéne vrednosti relativnega prirasta fluorescence + sd (n = 2). Crka a
v indeksu (pri vseh skupinah) prikazuje, da med razliénimi nacini skladi¢enja sorte 'Reeves' ni
statisti¢no znaéilnih razlik.
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Grafi (Slika 10, 11, 12) prikazujejo vpliv sorte sliv na AOP pri posameznih pogojih
skladi$¢enja. Crka a v indeksu (pri vseh skupinah) (Slika 10) prikazuje, da med sortami,
skladiS¢enimi v NA, ni statisticno znacilnih razlik. Pri skladis¢enju v MAP (Slika 11)
razlike med sortami prav tako niso statisticno znacilne. Sorta 'Jubileum’ ima pri
skladis¢enju v NA + HWT (Slika 12) boljsi AOP (relativni prirast fluorescence: 0,81) kot
sorta 'Reeves' (relativni prirast fluorescence: 0,84) in je enaka sorti 'Excalibur' (relativni
prirast fluorescence: 0,73). Pri skladis¢enju v MAP + HWT se sorta 'Reeves' od ostalih
dveh sort razlikuje in ima najslabsi AOP, medtem ko med sortama 'Excalibur’ in 'Jubileum’

ni statisti¢no znacilnih razlik (Slika 13).
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Slika 10: Doloc¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Excalibur', 'Reeves' in 'Jubileum', skladi§¢enih v NA. Rezultati so prikazani kot povprecne
vrednosti relativnega prirasta fluorescence + sd (n = 2). Crka a v indeksu (pri vseh skupinah)

prikazuje, da med sortami, skladis¢enimi v NA, ni statisticno znacilnih razlik.
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Slika 11: Doloc¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Excalibur’, Reeves' in 'Jubileum', skladis¢enih v MAP. Rezultati so prikazani kot povprecne
vrednosti relativnega prirasta fluorescence + sd (n = 2). Crka a v indeksu (pri vseh skupinah)
prikazuje, da med sortami, skladis¢enimi v MAP, ni statisti¢no zna¢ilnih razlik.
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Slika 12: Doloc¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Excalibur', 'Reeves' in 'Jubileum', skladis§¢enih v NA + HWT. Rezultati so prikazani kot
povprecne vrednosti relativnega prirasta fluorescence = sd (n = 2). Vrednosti, ki so oznaéene z
razliéno ¢rko (a, b) v indeksu, se glede na sorto med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo.
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Slika 13: Doloc¢anje znotrajceli¢ne oksidacije v kvasovki S. cerevisiae, tretirane z ekstraktom sliv
sorte 'Excalibur’, 'Reeves' in 'Jubileum', skladis¢enih v MAP + HWT. Rezultati so prikazani kot
povprecne vrednosti relativnega prirasta fluorescence + sd (n = 2). Vrednosti, ki so oznacene z
razliéno ¢rko (a, b) v indeksu, se glede na sorto med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo.

Rezultati vpliva sorte na in vivo AOP ne glede na skladis¢ne pogoje in tretiranje po
obiranju kazejo, da med sortami 'Excalibur’, ‘Jubileum’ ter 'Reeves' ni statisti¢éno znacilnih

razlik (Preglednica 9).

Preglednica 9: Relativni prirast fluorescence pri slivah glede na sorto, ne glede na pogoje
skladid¢enja. Crka N predstavlja $tevilo vzorcev sliv.

Sorta N Povpre¢ne vrednosti = SD Minimalno — Maksimalno
'Excalibur’ 8 0,80 +0,11*
"Jubileum’ 8 0,79 £ 0,10" 0,64 — 1,05
'Reeves' 8 0,86 + 0,12

Preglednica 10: Relativni prirast fluorescence pri slivah glede na pogoje skladis¢enja, ne glede na

sorto
Pogoji skladis¢enja Povpreéne vrednosti = SD
NA 0,95 + 0,06"
MAP 0,83+0,11°
NA + HWT 0,79 + 0,05°¢
MAP + HWT 0,71 +0,06°




Pusti$ek N. Dolo¢anje in vivo antioksidativne u¢inkovitosti sliv med skladis¢enjem. 31
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Analiza in vivo antioksidativne uéinkovitosti treh sort sliv ne glede na sorto kaze, da imajo
obdelane z vroc¢o vodo. Slive, skladis¢ene v MAP + HWT imajo najvisji AOP, ki je
statisticno enak slivam, skladiS¢enim v NA + HWT. SkladiS¢enje v NA se od ostalih treh
pogojev skladiS€enja statisti¢no znacilno razlikuje in daje najslabsi AOP.

Preglednica 11: Korelacija (r) med in vitro ter in vivo AOP, skupnimi fenoli, flavonoidi in
antocianini. Crka n oznacuje §tevilo vzorcev.

n In vivo AOP (relativni prirast p vrednost
fluorescence)
n 24
In vitro AOP | 36 -0,01 0,97
Skupni fenoli | 36 -0,12 0,58
Flavonoidi 36 0,29 0,17
Antocianini 36 -0,03 0,89

Rezultate in vitro analize smo povzeli po magistrskem delu z naslovom Vpliv modificirane
atmosfere na skladi$¢ne sposobnosti sliv (Prunus domestica) avtorice Anje Mahne Opatié
(2012). V raziskavi so bile zajete tri sorte sliv ('Excalibur’, ‘Jubileum’, 'Reeves’), ki so bile
skladis¢ene v pogojih NA, MAP, NAHW + HWT ter MAP + HWT. Dolocali so skupni
antioksidativni potencial s pomocjo indirektne metode z DPPHe radikalom, vsebnost
skupnih fenolov (metoda po Singletonu in Rossiju), flavonoidov (metoda po Lin in Tang)
in antocianinov (pH diferencialna metoda) ter AOP v etil acetatu topne frakcije (Mahne
Opati¢, 2012).

Korelacije so zelo ohlapne in niso statisticno znacilne, saj so p vrednosti za vse primerjave
vecje od o= 0,05 (Preglednica 11).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V magistrskem delu smo raziskovali vpliv skladis¢enja na AOP treh sort sliv (‘'Excalibur’,
‘Jubileum’, 'Reeves’). Le-te so bile skladis¢ene v pogojih NA, MAP, NA + HWT ter MAP
+ HWT. Primerjali smo tudi vpliv posamezne sorte na antioksidativni potencial. Ker smo
zeleli ugotoviti, kaksen je vpliv toplotne obdelave na AOP, je bila polovica sadezev
celotnega vzorca vseh treh sort pred skladis¢enjem obdelana z vroco vodo (2 minuti pri
52 °C). V ekstraktih treh sort sliv, vzgojenih po metodi konvencionalne pridelave, v
katerih je bil AOP ze dolocen in vitro, smo preverili antioksidativno delovanje in vivo ter
primerjali rezultate analiz. Rezultate in vitro analize smo povzeli po magistrskem delu z
naslovom Vpliv modificirane atmosfere na skladi$¢ne sposobnosti sliv (Prunus domestica)
avtorice Anje Mahne Opati¢ (2012). AOP in vivo smo dolocili z merjenjem znotrajceli¢ne
oksidacije v celicah kvasovke S. cerevisiae po protokolu povzetem po Jakubowski in sod.
(2000). Znotrajceli¢na oksidacija celic kvasovk se je znizala ob dodatku ekstraktov vseh
vzorcev sliv, kar je posledica prisotnosti antioksidantov v le-teh.

Slive vsebujejo fenole, ki imajo antioksidativno delovanje, na njihovo vsebnost pa vplivajo
Stevilni faktorji, kot so sestava tal, zrelost plodov ter skladis¢enje po obiranju (Cordova in
Watson, 2011).

Analiza in vivo antioksidativne uéinkovitosti treh sort sliv ne glede na sorto kaze, da imajo
obdelane z vroco vodo. Slive, skladis¢ene v MAP + HWT imajo najvisji AOP, ki je
statisti¢cno enak slivam, skladi§¢enim v NA + HWT. Statisti¢no znaéilnih razlik v in vivo
AOP sliv ni med plodovi skladis¢enimi v MAP in plodovi obdelanimi s toplo vodo in
skladis¢enimi v navadni atmosferi.

Tretiranje z vro¢o vodo ter pogoji modificirane atmosfere vplivajo na zmanjSanje
aktivnosti encima polifenol oksidaze, kar vodi do manjSe oksidacije fenolov (Fallik, 2004;
Guan in Dou, 2010). Pogoji MAP povzro¢ijo upocasnjeno zorenje ter tako podaljsajo ¢as
skladis¢enja (Robertson, 2003). V nezrelem sadju je namre¢ vsebnost fenolnih spojin
bistveno vegja (izjema so antocianidini) kot v zrelem sadju (Stampar in sod., 2014). Po
drugi strani lahko nizje vsebnosti O, in CO; povzro¢ijo upocasnjeno sintezo encimov,
Klju¢nih za nastanek fenolnih spojin. Zhang in sod. (2003) so ugotovili, da se tekom
skladis¢enja vsebnost antocianinov v jagodah znizuje (ne glede na pogoje skladiscenja),
vendar MAP (2,5 % O, + 16 % CO,) povzro¢i manjSo izgubo tovrstnih komponent (Zhang
in sod., 2003). Prav tako je zmanjs$nje skupne vsebnosti karotenoidov in AOP v lipofilni
frakciji pri vijolicno obarvanih plodovih pri pogojih MAP upocasnjeno (Diaz-Mula in sod.,
2011). Znizanje skupnih fenolov ter AOP (metoda z DPPHe radikalom) pri skladis¢enju
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manga je bilo v MAP (5% O, + 5 % CO; + 90 % N;) manjse kot v NA (Niranjana in sod.,
2009). Brokoli skladis¢en v MAP je imel manjSe izgube askorbinske kisline, skupnih
fenolov in antioksidativne aktivnosti kot brokoli skladis¢en v normalni atmosferi (Serrano
in sod., 2006). V studiji, ki so jo opravili Khorshidi in sod. (2011), je bil upad vsebnosti
fenolov (mg taninske kisline/ 100 g sveze mase) tekom skladisc¢enja (0, 15, 30, 45, 60 dni)
manjsi v ¢eSnjah (Prunus avium) ter viSnjah (Prunus cerasus), ki so bile skladi$¢ene v
MAP (10 % O, + 15 % CO, + 75 % N) za razliko za razliko od NA (Khorshidi in sod.,
2011).

Modificirana atmosfera in toplotna obdelava predstavljata oksidativni stres, kar lahko
inducira tvorbo novih antioksidantov (Racchi, 2013). Stevilne $tudije kaZejo, da toplotna
obdelava sadja po obiranju vpliva na poveCanje vsebnosti proteinov toplotnega Soka
(HSP), antioksidativnih encimov, karoteniodov in fenolnih spojin (Ummarat in sod., 2011).
V studiji, ki so jo opravili Mirdehghan in sod., (2006), so ugotovili, da imajo semena
granatnih jabolk, ki so bila pred skladis¢enjem obdelana z vroco vodo (45 °C, 4 minute),
vi$ji AOP ter vecjo vsebnost fenolnih spojin, antocianinov in askorbinske kisline za razliko
od neobdelanih plodov (Mirdehghan in sod., 2006). Banane, ki so bile obdelane z vroco
vodo (50 °C, 10 minut), so vsebovale vecje koncentracije askorbinske kisline tekom
skladis¢enja v primerjavi s kontrolo (Ummarat in sod., 2011).

Skladiscenje sliv v NA se od ostalih treh pogojev skladiS¢enja statistiéno znacilno razlikuje
in daje najslabsi AOP. Sklepamo lahko, da pogoji NA povzro¢ijo hitrejSo oksidacijo
fenolnih spojin. V raziskavi, ki so jo opravili Stewart in sod. (1999), so ugotovili, da imajo
jagode, skladiS¢ene v pogojih s poviSano vrednostjo kisika (pri temperaturi 8 °C), dober
AOP v prvih stirih dneh. Tekom skladis¢enja antioksidativni potencial upade kot posledica
oksidacije glavnih antioksidantov, ki vkljucujejo antocianine in ostale fenolne spojine
(Stewart in sod., 1999). Harbaum-Piayda in sod. (2010), so ugotovili, da je prislo do
manj$ega povecanja flavonoidov v listih pekinskega zelja (pak choi) tekom skladis¢enja v
normalni atmosferi v primerjavi z modificirano atmosfero. Tovrsten rezultat je lahko
posledica manj$e sinteze ali povecane degradacije fenolov (Harbaum-Piayda in sod. 2010).
Rezultati raziskave, ki so jo opravili Khorsidi in sod. (2011), so pokazali, da je vsebnost
antocianinov v ceSnjah tekom skladiSc¢enja upadla, njihova vrednost pa je bila vecja v
¢esnjah skladis¢enih v modificirani atmosferi (10 % O, + 15 % CO, + 75 % N,) za razliko
od NA. Temperatura skladis¢enja je bila 0 °C (Khorshidi in sod., 2011).

Skladis¢enje v MAP + HWT daje boljsi in vivo AOP kot skladis¢enje v MAP in
skladis¢enje v NA + HWT daje boljsi in vivo AOP kot skladis¢enje v NA.

Rezultati in vitro analize antioksidativne ucinkovitosti treh sort sliv ne glede na sorto

ey
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HWT ter NA + HWT) med katerimi ni statistino znacilnih razlik. Razlike med MAP in
ostalimi tretiranji so statisti¢no znac¢ilne (Mahne Opati¢, 2012).

Rezultati statisti¢ne analize vpliva sorte na in vivo AOP, ne glede na skladis¢ne pogoje in
tretiranje po obiranju kazejo, da med sortami 'Excalibur’, ‘Jubileum' ter 'Reeves' ni
statisticno znacilnih razlik.

ey

flavonoidov in antocianinov dolo¢ili pri sorti '‘Jubileum' (Mahhne Opati¢, 2012). Vecjo
koncentracijo fenolnih spojin imajo rdeCe ter vijolicno obarvani sadezi (Cordowa in
Watson, 2011). "Jubileum’ je Svedska sorta sliv, za katero so znacilni veliki, ovalni plodovi
temno modre barve (Vangdal in sod., 2007).

Rezultati kazejo, da so korelacije med in vitro AOP ter in vivo AOP ohlapne in niso
statisti¢no znacilne, saj so p vrednosti za vse primerjave veéje od o= 0,05 (Preglednica 11).

Razlike med AOP in vitro ter AOP in vivo so lahko posledica dveh razli¢énih metod
(indirektna metoda z DPPHe radikalom; merjenje znotrajceli¢ne oksidacije v celicah
kvasovke S. cerevisiae), ki so bile uporabljene za dolocanje antioksidativnega potenciala.
Razlike lahko pripisemo dejstvu, da pri in vivo tehniki doloCanja AOP reagirajo samo
spojine, ki vstopijo v celice kvasovk.

V raziskavi, ki so jo opravili Mihalache Arion in sod. (2014), so dolo¢ali AOP v slivah z
dvema in vitro metodama (indirektna metoda z DPPHe- radikalom; ORAC metoda) ter eno
in vivo metodo (oksidativna hemoliza eritrocitov). Povezanost med in vitro metodama je
bila zelo visoka, saj je bila vrednost korelacijskega koeficienta enaka 0,9 (VR? ), Kar
nakazuje na to, da sta metodi primerljivi. Povezanost med in vitro metodama in hemolizo
je bila manjsa, vendar kljub temu visoka (Michalache Arion in sod., 2014).

Za dolo¢anje AOP z DPPHe radikalom je znalilno, da le-ta ne reagira z nekaterimi
flavonoidi, ki ne vsebujejo —OH skupine na obro¢u B ter aromatskimi kislinami, ki imajo
samo eno —OH skupino (Roginsky in Lissi, 2005).

V S§tudiji, ki so jo opravili Slatnar in sod., (2012), so raziskovali vpliv biokativnih
komponent na in vitro ter in vivo AOP sokov jagodicevja (bezeg, ¢rni ribez, gozdna
borovnica, aronija, ameriska borovnica). In vitro AOP sokov so dolocili s pomocjo
indirektne metode z DPPH- radikalom. Najveéji AOP je imel sok ¢rnega ribeza kateremu
so po vrsti sledili bezeg, aronija, ameriska borovnica ter gozdna borovnica. Med bezgom in
aronijo ni bilo statisticno znacilnih razlik. Antioksidativno ucinkovitost bioaktivnih
komponent v celici je tezko napovedati s pomo¢jo in vitro studij zaradi ¢esar so AOP
doloc¢ali tudi in vivo (Slatnar in sod., 2012). AOP in vivo so doloc¢ili z merjenjem
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borovnica, sledili sta aronija ter gozdna borovnica. Najmanj$i AOP je imel ¢rni ribez. Med
bezgom in kontrolo ni bilo statisti¢no znacilnih razlik. Ker je prislo do vidnih razlik med in
vitro ter in vivo rezultati, so za boljSe razumevanje, katere bioaktivhe komponente vplivajo
na AOP v celici, dolocili vsebnost fenolnih spojin pred in po izpostavitvi celice kvasovke
S. cerevisiae razliénim sokovom. Ugotovili so, da vecji privzem fenolnih spojin v celico ne
povzroc¢i ve€jega AOP in vivo. Poleg skupne vsebnosti fenolnih spojin, ki vstopijo v celico,
je kljuénega pomena za AOP tudi razmerje med njimi. V primeru, ko je v celico preslo ve¢
antocianinov ter manj hidroksicimetnih kislin ter flavonolov, je bila znotrajceli¢na
oksidacija manjsa Kot pri ve¢jem vstopu hidroksicimetnih kislin in manjSem vstopu
antocianinov. Pri tretiranju celice kvasovke S. cerevisiae s sokom ameriske borovnice je bil
odstotek antocianinov, ki so presli v celico 100 % (Slatnar in sod., 2012).

5.2 SKLEPI
Na osnovi rezultatov in statisti¢ne analize le-teh lahko sklepamo, da

— med sortami 'Excalibur’, 'Jubileum’ ter 'Reeves’, ne glede na skladis¢ne pogoje, ni
statisti¢no znacilnih razlik v vrednosti in vivo AOP,

— da skladis¢enje sliv v MAP, povzroci visjo in vivo antioksidativno uéinkovitost pri
vseh treh sortah sliv, v primerjavi s skladi$¢enjem v NA,

— predhodna obdelava plodov sliv z vro¢o vodo pozitivno vpliva na in vivo AOP,

— skladis¢enje v MAP + HWT daje boljsi in vivo AOP kot skladis¢enje v MAP in
skladis¢enje v NA + HWT daje boljsi in vivo AOP kot skladiSéenje v NA,

— najmanjs$i AOP so izkazovale vse tri sorte sliv skladiS¢ene v navadni atmosferi,

— je povezanost med AOP izmerjenim in vitro ter AOP in vivo ohlapna.
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6 POVZETEK

AOP sliv je mo¢no povezan z vsebnostjo fenolov ne pa z vsebnostjo antocianinov, saj le-ti
predstavljajo majhen del celotne vsebnosti fenolov v plodovih sliv (20 %) in malo vplivajo
na splosno antioksidativno kapaciteto. Na vsebnost fenolnih spojin vplivajo Stevilni
faktorji, kot so sorta, sestava tal, zrelost plodov, na¢ini obdelave sadje pred in po obiranju
ter vrsta skladis¢enja. UV-B sevanje in nizke temperature inducirajo akumulacijo v
epidermalnih celicah. Ve¢jo koncentracijo fenolov imajo rdece in vijoli¢no obarvani
sadeZi.

V magistrskem delu smo za analizo uporabili tri sorte sliv: 'Excalibur’, ‘Jubileum' in
'Reeves'. Obrane so bile v komercialni zrelosti na raziskovalni postaji Bioforsk Ullensvang
v kraju Lofthus na Norveskem. Plodovi so bili skladiS¢eni v NA ali MAP, v temi in pri
temperaturi 1 °C. Polovica sadezev celotnega vzorca je bila na dan obiranja tretirana z
vroco vodo (52 °C, 2 minuti), nato pa skupaj z ostalo polovico skladis¢ena v NA ali v
MAP. Nas namen je bil raziskati, kako skladis¢enje, predhodna toplotna obdelava ter sorta
vplivajo na AOP sliv. Primerjali smo tudi antioksidativni potencial ekstraktov sliv in vitro
ter in vivo.

AOP in vivo smo dolo¢ili z merjenjem znotrajceli¢ne oksidacije v celicah kvasovke S.
cerevisiae po protokolu povzetem po Jakubowski in sod. (2000). Podatke in vitro analize
smo povzeli po magistrskem delu z naslovom Vpliv modificirane atmosfere na skladis¢ne
sposobnosti sliv (Prunus domestica) avtorice Anje Mahne Opati¢ (2012). Znotrajceli¢na
oksidacija celic kvasovk se je znizala ob dodatku vseh vzorcev ekstraktov sliv, kar je
posledica prisotnosti antioksidantov v le-teh.

Analiza in vivo antioksidativne uéinkovitosti treh sort sliv ne glede na sorto kaze, da imajo
obdelane z vroCo vodo. Slive, skladis¢ene v MAP + HWT imajo najvisji AOP, ki je
statistino enak slivam, skladi§¢enim v NA + HWT. Modificirana atmosfera in toplotna
obdelava predstavljata oksidativni stres kar lahko inducira tvorbo novih antioksidantov.
Prav tako pride do zmanjSanja aktivnosti encima polifenol oksidaze, kar vodi do manjse
oksidacije fenolov. Tekom skladis¢enja se vsebnost antocianinov znizuje (ne glede na
pogoje skladi§¢enja), vendar MAP povzrodi manjso izgubo tovrstnih komponent. Stevilne
Studije kazejo, da toplotna obdelava sadja po obiranju vpliva na povecanje vsebnosti
antioksidativnih encimov, karoteniodov in fenolnih spojin (Ummarat in sod., 2011).

Najmanjsi AOP so izkazovale vse tri sorte sliv skladiS¢ene v navadni atmosferi, saj lahko
ta povzro€i hitrejSo oksidacijo fenolnih spojin. Razlike med NA in ostalimi skladi§¢nimi
pogoji so statistiéno znacilne. Statisticno znacilnih razlik v in vivo AOP sliv ni med



Pusti$ek N. Dolo¢anje in vivo antioksidativne u¢inkovitosti sliv med skladis¢enjem. 37
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

plodovi skladis¢enimi v MAP in plodovi obdelanimi s toplo vodo in skladi§¢enimi v
navadni atmosferi.

Skladis¢enje v MAP + HWT daje boljsi in vivo AOP kot skladis¢enje v MAP in
skladis¢enje v NA + HWT daje boljsi in vivo AOP kot skladis¢enje v NA.

Rezultati in vitro analize antioksidativne ucinkovitosti treh sort sliv ne glede na sorto

ey

HWT ter NA + HWT), med katerimi ni statisticno znacilnih razlik. Razlike med MAP in
ostalimi tretiranji so statisticno znacilne

Rezultati vpliva sorte na in vivo AOP, ne glede na skladis¢ne pogoje In tretiranje po
obiranju kazejo, da med sortami 'Excalibur’, ‘Jubileum’ ter 'Reeves' ni statisti¢éno znacilnih
razlik.

Rezultati kazejo, da so korelacije med in vitro AOP ter in vivo AOP ohlapne in niso
statisticno znacilne, saj so p vrednosti za vse primerjave vecje od a= 0,05 (Preglednica 11).

Razlike med AOP in vitro ter AOP in vivo so lahko posledica dveh razli¢nih metod
(indirektna metoda z DPPHe radikalom; merjenje znotrajceli¢ne oksidacije v celicah
kvasovke S. cerevisiae), ki so bile uporabljene za dolocanje antioksidativnega potenciala.
Razlike lahko pripisemo dejstvu, da pri in vivo tehniki dolocanja AOP reagirajo samo
spojine, ki vstopijo v celice kvasovk.
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PRILOGE

Priloga A: Povpre¢ni prirast fluorescence (PF) in relativni prirast fluorescence (RPF)
vzorcev sliv razli¢nih sort, skladiS¢enih v NA

Kontrola NA

PF [ RPF | PF |[RPF

'Excalibur’ | 9,703 1 9,253 | 0,954

"Jubileum' | 13,108 1 12,042 | 0,919

'Reeves' 14,417 1 14,005 | 0,971

F120—Fp
PF: 220
Fo
PF,
RPF ( vzorec )
PFrontrola

Priloga B: Povpre¢ni prirast fluorescence (PF) in relativni prirast fluorescence (RPF)
vzorcev sliv razli¢nih sort, skladiS¢enih v MAP

Kontrola MAP

PF [ RPF | PF [RPF

'Excalibur' | 17,852 1 13,868 | 0,777

‘Jubileum' | 16,310 1 13,652 | 0,837

'Reeves' 14,417 1 12,710 | 0,881
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Priloga C: Povpre¢ni prirast fluorescence (PF) in relativni prirast fluorescence (RPF)

vzorcev sliv razliénih sort, skladi§¢enih v NA + HWT

Kontrola NA + HWT

PF RPF PF | RPF
'Excalibur' | 17,852 | 1 | 14,308 | 0,802
‘Jubileum' | 13,110 | 1 9,514 | 0,726
'Reeves' 11509 | 1 9,759 | 0,848

Priloga D: Povpre¢ni prirast fluorescence (PF) in relativni prirast fluorescence (RPF)

vzorcev sliv razli¢nih sort, skladi§¢enih v MAP + HWT

Kontrola MAP + HWT
PF | RPF PF | RPF
‘Excalibur' | 14,042 1 9,117 0,650
"Jubileum’ 9,270 1 6,020 0,691
'Reeves' 11,509 1 8,903 0,774
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Priloga E: Relativni prirast fluorescence pri slivah glede na sorto in pogoje skladis¢enja

Sorta \ Skladisc¢enje Relativni prirast fluorescence
(Povprecne vrednosti + SD)
NA 0,95 + 0,01
'Excalibur’ MAP 0,78 + 0,025
NA + HWT 0,80 +0,015%
MAP + HWT 0,65 + 0,02
NA 0,92 + 0,027
‘Jubileum'’ MAP 0,84 + 0,05
NA + HWT 0,73 + 0,00%°
MAP + HWT 0,69 + 0,03%"
NA 0,97 £ 0,117
'Reeves' MAP 0,87 + 0,23
NA + HWT 0,84 + 0,04
MAP + HWT 0,77 + 0,00

A,B,C-skupine z razlicno ¢rko v indeksu se glede na nacin skladiScenja med seboj statisticno
znacilno razlikujejo; a,b,c-skupine z razli¢no ¢rko v indeksu se glede na sorto med seboj statisti¢no
znacilno razlikujejo



