ANALYTISK KEMI

Er der flest antioxidanter i vin eller

rodbedesatt?

Det svar er vi nu et skridt neermere, efter at vi i et bachelorprojekt har studeret den
antioxidative kapacitet i vin sammenlignet med den i rodbedesaft. Den antioxidative
kapacitet blev bestemt vha. to kemiske assays: DPPH og FRAP samt ved flow-injection
koblet til en elektrokemisk flowcelledetektor (ECD) beregnet til HPLC
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I et bachelorprojekt i kemi pa RUC er den antioxidative kapa-
citet i vin og redbedeskral sammenlignet [1]. Den antioxida-
tive kapacitet blev bestemt vha. de to kemiske assays DPPH

og FRAP samt ved flow-injection koblet til en elektrokemisk
flowcelledetektor (ECD) beregnet til HPLC. Vi har ikke i vores
litteraturstudier set, at alle tre metoder tidligere er blevet benyt-
tet samtidig.

Der er stor interesse for at finde ud af mere om rgdvin og red-
bedesafts helbredsfremmende egenskaber. “Et glas rgdvin om
dagen er sundt”. De sidste 10-15 &r er det blevet postuleret, at
kredslgbsrelaterede sygdomme kan modvirkes ved moderat ind-
tagelse af bl.a. rgdvin [2]. Radvins gavnlige virkning pa helbredet
tilskrives indholdet af forskellige polyphenoler, deriblandt antho-
cyaniner [3], der ogsa er ansvarlige for vinens rade farve [4].
Polyphenolernes gode antioxidante egenskaber er sandsynligvis
en afgerende forklaring pa disse stoffers gavnlige virkning. Po-
lyphenolerne og andre antioxidanter reagerer med og inaktiverer
reaktive oxygenradikaler sdsom O,, OH', HOO,, ROO og NO..
Derved forhindres skader pd4 DNA, membraner og proteiner.

Vi ved, at der er antioxidanter i vin og frugt. De fem alminde-
ligste antioxidanter i rgdvin ses i figur 1 [5].

Mindre kendt er det, at redbeder (Beta vulgaris) indeholder
nogle meget potente antioxidanter, og at radbedesaft allerede
for en del &r siden blev anbefalet til forebyggelse og behandling
af kraeft [6,7]. Koncentreret rgdbedejuice anvendes i fadevare-
industrien som farvestof. Den rgde farve i redbedesaft skyldes
stoffer med en helt anden struktur end anthocyaniner i rgdvin
[8-10]. Radbedepigmenterne bestar fortrinsvis af betanin og
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Radvin og redbedesaft (hgjre glas).
Rodbedesaften blev fremstillet af 400 g
rgdbede tilsat 200 ml vand i en blender.
Vin- og redbedesaft-glassene (~180 ml)
indeholder henholdsvis 1.9 og 3.4 mmol
ferrocen-akvivalenter.
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Figur 1. Formler for antioxidanter i vin og redbedeekstrakt. Malvedin-
3-glucosid er den hyppigst forekommende anthocyanin i vin. Isobetanin har
R-konfiguration.
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isobetanin med et ab-
sorptionsband i den syn-
lige del af spektret om-
kring & = 535 nm samt
mindre meangder af de
gule betaxathiner, vulga-
xanthin 1 og Il (figur 1).
En fuldsteendig
vurdering af en rgdvins
antioxidante egenskaber
kraever omhyggelige
koncentrationsbestem-
melser af de mange
forskellige komponenter
og detaljeret viden om
hvert enkelt indholdsstofs
reaktionsmekanisme og
kinetik ift. specifikke
radikaler. Hertil kom-
mer, at stoffernes antioxidante egenskaber kan @ndre sig, nar de
optreeder som en del af en kompleks blanding. Det er en meget
stor opgave og for at ggre opgaven overkommelig, er der udvik-
let en rekke simple kemiske metoder, der kan karakterisere en
blandings samlede antioxidante kapacitet udtrykt i ekvivalent-
koncentrationer af velkendte antioxidanter sdsom vitamin C, vi-
tamin E eller vitamin E-analogen Trolox. En fgdevares samlede
antioxidante kapacitet kan sammenlignes med en overordnet
oplysning som f.eks. en fgdevares samlede kalorieindhold.

Figur 2. DPPH-radikalets reaktion med
antioxidant-standarden Trolox.
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Blois for 50 ar siden [11] og er siden blevet et meget populeert
assay [12,13]. DPPH reagerer ved at abstrahere et brintatom,
typisk fra en phenolgruppe i phenolholdige forbindelser under
dannelse af et farvelgst diphenylhydrazinmolekyle og et pheno-
xyradikal. Reaktionen kan falges i et UV/Vis-spektrofotometer
via affarvningen af DPPH-radikalet. DPPH’s reaktion med
standarden Trolox er vist i figur 2, hvor to DPPH-radikaler for-
bruges for hver Trolox-molekyle [14]. Reaktionen forlgber inden
for 10-15 minutter med [DPPH] ~ [TrOH] =1 uM.

| DPPH-metoden males det, hvor meget antioxidant, der skal
tilseettes for at halvdelen af DPPH-radikalerne er reageret efter
en valgt tidsgraense pa 30 min. | vores forsgg (udfert i metha-
nol) anvendte vi [DPPH] = 1 -10-* mol/L, hvilket svarer til 3 -107
mol DPPH-radikaler i kuvetten. Det giver en startabsorption
ved 515 nm pa 1,0. Stgkiometrien i reaktionen mellem DPPH
og Trolox er 2:1, dvs. der skal anvendes 1/2x 1/2x3 -107 mol =
0,75 -107 mol Trolox for at fjerne 50% af DPPH-radikalerne.
Eksperimentelt fandt vi, at der kun skulle bruges 0,5 -107 mol
Trolox. Det er sikkert et udtryk for, at nogle af Trolox-oxidati-
onsprodukterne kan reagere videre med DPPH.

Vin eller redbedeekstrakts antioxidante kapacitet kan bestem-
mes ved at undersgge, hvor meget ekstraktet skal fortyndes, far
100 pl af oplgsningen kan fjerne 50% af DPPH-radikalerne i
kuvetten, bestemt ved at startabsorptionen af DPPH-radikalerne
halveres. Dvs. at den a&kvivalente antioxidante Trolox-kapacitet
i de 100 pl svarer til 0,5 -107 mol Trolox-&kvivalenter.

FRAP-metoden

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)-metoden [15] ma-
ler en oplgsnings evne til at reducere det farvelgse
tripyridyltriazinjern(111)kompleks til det kraftige bla-farvede
jern(I)kompleks (A = 593 nm).

Fe'''(TPTZ),*
HO,

HO,

HO
0] HO
O

+ 2Fe!(TPTZ), 2"+ 2H*

2 Fe"(TPT2),%"

HO OH
O o

L-ascorbinsyre dehydroascorbinsyre

Figur 3. Tripyridyltriazinjern(111)-kompleks (farvelgst). Jern(I1)-komplekset
er blat.

I figur 3 ses mekanismen for oxidationen af ascorbinsyre med
FRAP-komplekset. Polyphenoler med ortho- eller paradisubsti-
tuerede phenolgrupper samt betanin oxideres let

(E,,< 0,5V vs. AgAgCI, pH ~ 2-3) [10]. En oplgsnings evne
til at farve Fe'"'(TPTZ),*-oplgsningen bl kan analogt til
DPPH-metoden udtrykkes i c-gkvivalenter, f.eks. i antal mmol
ascorbinsyre-akvivalenter.
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FIA-ECD-metoden

| FIA-ECD (Flow Injection Analysis — ElectroChemical De-
tection) indsprgjtes prgven direkte i en elektrokemisk detektor
med efterfglgende maling af oxidationsstremmen. | forsgget

Figur 4. FIA-ECD-eksperiment. Injektion af 10 ul af en 0.18 mM ferrocen-
oplgsning. Elektrodepotentiale +0,55 V vs. Ag/AgCI. Mobilfase: H,O/ACN/
HCOOH/KCI: 81/17/2/2mM. Flow = 0,3 ml/min. (Oxidationsstrammen omsat
af udstyret til mV). P4 billedet ses det anvendte apparatur bestaende af en
HPLC-pumpe, autosampler, DAD-detektor samt den sorte ESA elektrokemi-
ske flowcelle koblet til en Coulochem potentiostat.

anvendtes en HPLC-pumpe med en autosampler koblet direkte
(uden kolonne) til en elektrokemisk flowcelle (ESA-5011) med
en porgs grafitelektrode beregnet til HPLC-ECD-malinger.

Ved at sammenligne arealet af en indsprgjtet vinpreves oxi-
dationstop med arealet af en ferrocen standardtop, kan vinens
oxidative kapacitet udtrykkes som mmol ferrocen-skvivalenter.
I ECD bestemmes prgvens evne til at overfare elektroner til en
elektrode, i FRAP males den tilsvarende evne til at overfare
elektroner til en “oplgst jernelektrode”. ECD og FRAP forven-
tes derfor at give sammenlignelige resultater.

HPLC-analyser af vin og rodbedeekstrakt

I figur 5 vises HPLC-analyser af en Malbec vin og et vandigt
rodbedeskrealsekstrakt (60 g skreel ekstraheret med 200 ml
vand). Rgdbedekromatogrammet (figur 5b) er meget enkelt og
bestér af to dominerende toppe, hvorimod vinkromatogram-
met bestar af et utal af toppe. Hovedtoppen i radbedeekstraktet
stammer fra betanin, der karakteriseres ved et absorptionsmak-
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simum pa A = 534 nm og en [M*] top ved m/z = 551 i elektro-

spray massespektret. Toppen ved 15,3 min er isobetanin, mens
toppen, der ses ved 3,3 min, har et absorptionsmaksimum ved

A =468 nm og en [M*] top ved m/z = 325, hvilket identificerer
toppen som vulgaxanthin 11. Der er ikke foretaget en tilbunds-
géende identifikation af vinens mange forbindelser.

Figur 5. HPLC-UV/Vis-kromatogram af vin (a) og redbedeskreels ekstrakt (b).
De maksimale absorptionsverdier i bglgelengdeomradet 280-800 nm er afbil-
ledet som funktion af tiden i begge kromatogrammer. | rgdvinskromatogram-
met identificeres gallic acid (1), caftaric acid (2) og malvidin-3-glucosid (3).

Antioxidant kapacitet af vin og rodbedeekstrakt

De fire vines antioxidante kapacitet adskiller sig ikke veesent-
ligt, selvom de er fremstillet pa forskellige druer og er fra for-
skellige &rgange. DPPH-metoden giver ca. 1 mmol Trolox-akvi-
valenter pr. liter vin. Det stemmer godt med malinger, som fin-
der veerdier mellem 0,89-1,46 mmol [16]. FRAP og ECD giver
hhv. 10 mmol ascorbinsyre og 10 mM ferrocen-gkvivalenter.
Hvis man bruger billedet af Fe'"'(TPTZ),*-komplekset som en
oplgst elektrode” med elektrodepotentialet +0,5 V og

n = 2 for ascorbinsyre, svarer 5 mmol FRAP ascorbinsyre-
&kvivalenter til 10 ECD ferrocen-gkvivalenter. Hermed afviger
alle FRAP- og ECD-veerdierne i tabel 1 kun med en faktor ~2
fra hinanden. Ved brug af FIA-ECD-malinger pa en serie for-
skellige rgdvine fandtes en antioxidativ kapacitet pa 3,4 mmol
catechin-gekvivalenter [17]. Det stemmer overens med vores
ECD ferrocen-verdier, nar der tages hensyn til at n = 1 for ferro-

cen og 2 for catechin. Det er overraskende, at der for vin ses sa »
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stor en forskel mellem DPPH- og FRAP/ECD-verdierne, hvil-
ket ifglge vores litteraturundersggelser ikke tidligere er blevet

bemarket eller sggt forklaret. Antioxidanternes brintabstrakti-
onsevne i vin er dbenbart veesentlig mindre end deres samlede
evne til at overfare elektroner/protoner i redoxreaktioner.

Vi har malt indholdet af betanin og isobetanin i redbedeskrel
til 3,7 mmol/100 g terveegt (baseret pa en absorptionsmaling
af redbedeekstraktet ved 535 nm og med brug af ekstintions-
koefficienten ¢, . =65.000 M*cm™) [9]. Dette tal er ca.
en faktor 2 mindre end en verdi pa 7,3 mmol/100 g tervegt
[18]. Vi kender ikke stgkiometrien for betanins reaktion med
Fe"'(TPTZ),*-komplekset; men hvis n = 2 kan FRAP-bestem-
melsens 5,0 ascorbinsyre-gkvivalenter direkte omszattes til
mmol betanin, hvilket er relativt tat pa vores egen UV/Vis-be-
stemmelse pa 3,7 mM betanin. Vores DPPH-veerdier for radbe-
deskrael er overraskende hgje; men kan muligvis forklares ved,
at betanin kan fjerne endnu flere DPPH-radikaler end Trolox. |
linoleat peroxidationsmetoden er betanin en ca. 12 gange mere
effektiv antioxidant end E-vitamin, som minder om Trolox [9].

I vores undersggelse og i de fleste af litteraturreferencerne
foretages kapacitetsmalingerne ved pH 2-4. Anthocyaninernes
farve og struktur afhaenger af pH (rade fra 2-4), mens poly-
phenolerne péa phenolatform (pH > 8-10) er staerkere antioxidan-
ter end de fuldt protonerede former. pH spiller saledes en stor
rolle for forskellige stoffers antioxidante kapacitet.

Konklusion
DPPH-, FRAP- og ECD-mélingerne giver meget forskellige

akvivalensverdier og svaret pd, om man indtager mest anti-
oxidant kapacitet ved at spise 100 g utgrret radbedeskrald eller

Foto: Michael Barrett Boesen
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Antioxidant kapacitetsmetode DDPH FRAP ECD
Prgver Trolox Ascorbinsyre | Ferrocen
eq. mmol eq. mmol eg. mmol
Argento Malbec 2007° 0,97 10,2 9,1
Argento Merlot 0,96 9,1 9,7
Argento Carbenet Sauvignon 1,00 10,8 9,7
Aigle Noir Pinot Noir 2006 0,97 9,1 12,9
Gennemsnit af 1 liter vin 0,97 10,0 10,3
Rodbedeskrael” (100 g vad vagt) |3,6 0,6 2,7
Rodebedesrael (100 g ter veegt)® |31 5 22

21 liter vin. ® Redbedeskrallen udger ca. 30% af rgdbedens samlede vagt.
“Torveegt = 11.6 % af vadvagt redbedeskreel.

Tabel 1. Antioxidant kapacitet af fire radvine og redbedeekstrakt bestemt ved
DDPH-, FRAP- og ECD-metoderne. DPPH-malingerne er udfert i metanol.
FRAP og ECD ved pH henholdsvis 3,6 og ~3.

drikker 1 liter vin afhaenger steerkt af valg af metode. DPPH-,
FRAP- og ECD-malingerne indikerer, at man skal drikke et
vandekstrakt af hhv. 27, 1700 og 380 g redbedeskrzl for at opna
samme indtag af antioxidativ kapacitet som af 1 L vin. Om et
glas radbedesaft er sundere end et glas vin om dagen, kan un-
dersggelserne ikke afgare. Det er ca. 10 gange billigere beregnet
ud fra ECD-malingerne at daekke sit antioxidantbehov ved at
drikke rgdbedesaft — men om det er sjovere er tvivisomt?
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