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ACRONIMI UTILIZZATI

AAPH :2,2’-azobis(2-aminidinopropane)hydrocloride (2Z54is-2-aminidinopropano
cloridrato);

ABTS:2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicid)c (acido 2,2’-azinobis(3-
eilbenzotiazoline-6-solfonico));

AE: antiradical efficiency (efficienza antiradicaljca

AOA: anti oxidant activity (attivita antiossidante);

AOC:anti oxidant capacity (capacita antiossidante);

AUC: area under the curve (area sottesa dalla curva);

BDE:bond dissociation enthalpy (entalpia di dissocagidel legame);

CA: chronoamperometry (cronoamperometria);

CE: counter electrode (contro elettrodo);

CV: cyclic voltammetry (voltammetria ciclica);

DPPH: 2,2-diphenil-1-1picrylhydrazil (2,2-difenil-1-pitidrazile);

ECso: efficient concentration (concentrazione effettper avere un calo del segnale
del 50%)

ET: electron transfer (trasferimento elettronico)

F-C: Folin-Ciocalteu

FRAP: ferric ion reducing antioxidant power (potere iassidante basato sulla
riduzione dello ione ferrico);

FT-IR : Fourier transform- infrared (spettro infrarossdriasfromata di Fourier);
GAE: gallic acid equivalent (acido gallico equivalénte

GC: glassy carbon (carbone vetroso);

HAT : hydrogen atom transfert (trasferimento di atomiolgeno);

HPLC-MS: high performance liquid chromatography- mass petetry
(cromatografia liquida ad alta prestazione contsp@etro di massa);

ORAC: oxygen radical absorbance capacity (capacitasdordimento dei radicali
all’'ossigeno)

RE: reference electrode (elettrodo di riferimento);

ROS: reactive oxygen species (specie reattive allgs);

SAM: self-assembled monolayer (monostrato auto-assea)bl

SCE: saturated calomel electrode (elettrodo al calam@katuro);

SHE: standard hydrogen electrode (elettrodo standaidrageno);



Tesi di laurea magistrale Pietro Matteucci

« TEAC: Trolox® equivalent antioxidant capacity (capacita antaesie come Troldk
equivalente);

* TRAP: total radical trapping parameter (parametro drajppolamento totale dei
radicali)

« VCEAC: Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity (capaciantiossidante come
Vitamina C equivalente);

 WE : working electrode (elettrodo di lavoro).
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CAPITOLO 1
RADICALI LIBERI E ANTI-OSSIDANTI

1.1)Concetto di “radicale libero”.

Col termine “Radicale” si intende una serie di spechimiche, altamente instabili, che,
presentando uno o piu elettroni spaiati, sono adgrdi reagire con qualsiasi molecola che
incontrano, al fine di accoppiare I'elettrone spaidJn possibile schema di reazioni che

generano radicali puo essere riportato in figuta 1.

R.
Inziazione In-In —lh- 21In e
e + RIH —% g Indl + Ros
. k|
Propagazione Re + O —» ROO -~

k
ROO+ + RRH —2 » ROOH + R «

Terminazione 2RO0« — > Prodotti

Figura 1.1: Schema di reazioni che generano radicdie portano alla loro scomparsa.
Il processo inizia con una fase di rottura omddititi un particolare iniziatore (In-In), che puo
avvenire, alla velocita Rper effetto termico, fotolitico o in seguito aarégone chimica (come
quella di riduzione dell'ossigeno molecolare@a ione superossido ;) in grado di
generare un composto avente uno o piu elettroniapd’'assorbimento di radiazioni
elettromagnetiche é efficace se si verifica negeadei raggi UV e/o X. Durante la fase di
propagazione, il radicale -Rpu0 reagire con l'ossigeno atmosferico, per daogo al
radicale perossidico ROQIl quale, a sua volta porta avanti il processaleljradazione di
altri composti, generando nuovamente altri radicali
Il processo radicalico si esaurisce con lo staditewinazione, che avviene, in genere, per
accoppiamento di radicali. Dal momento che lo stadi propagazione radicalica puo
generare diverse migliaia di radicali, a partirewte molecola di iniziatore, risulta che la
degrazione ossidativa del substrato, facendo mifemio a questo tipo di reazione, puo essere
molto efficiente.
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La teoria dei radicali liberi applicata in campodiw®, € stata introdotta per la prima volta da
Denham Harman nel 1956, il quale sosteneva chtazcontinua di queste specie nel corpo
umano fosse responsabile di fenomeni legati ak¥aohiamento[1].
Infatti 'azione deleteria dei radicali si esplicmprattutto a livello biologico, dove tali
composti possono causare ingenti danni a celludtrigture macromolecolari di notevole
importanza per il nostro organismo quali protelipéci e DNA.

A titolo di esempio, alcune ricerche in ambito noediavrebbero dimostrato che una elevata
concentrazione del radicale ossidrilico QHia stata la causa dell'insorgenza di tumori, a
seguito di una alterazione dell'informazione geseetidovuta all’ossidazione delle basi
azotate[2].L’attacco dei radicali su macrostrutture proteicherebbe causato un forte calo
delle attivita enzimatiche, rendendo meno effidi@htuni processi catalitici. Sui substrati
lipidici, i quali rappresentano i maggiori compotiestelle membrane cellulari, sono invece
stati riscontrate reazioni di perossidazione dghiee allilico, con conseguente degradazione

delle pareti cellulari.

1.2) Specie reattive dell'ossigeno (ROS).

La pericolosita delle specie radicaliche dell’ossig (Reactive Oxygen Species), fu teorizzata
da Gerschman [3], il quale sostenne, nella sua lpalzone, il carattere deleterio
dell'ossigeno nelle sue forme ridotte.

Il termine ROS comprende composti sia radicali@ nbn, accomunati tutti dal fatto di essere
dei potenti agenti ossidanti o di essere facilmerigrconvertiti in radicali [4].

Un elenco dei piu comuni ROS presenti nel nostgaismo viene indicato in tabella 1.1:

REACTIVE OXYGEN SPECIES (ROS)

COMPOSTI RADICALICI COMPOSTI NON RADICALICI
e Superossido @ * Perossido di Idrogeno HO,
e Idrossile OH- * Acido Ipocloroso HOCI
e Idroperossile HO,: e Ozono G
e Alchil Perossile ROO- e Ossigeno (singoletto}Oz(g)
* Alcossile RO- e Lipidi Perossidici ROOH

Tabella 1.1 : elenco dei piu frequenti ROS.
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L’'anione_superossidoO," é il precursore di tutte le specie ROS presentianghnismo

umano[5], per cui svolge un ruolo decisivo nellagr@zione di altre specie radicaliche e non,
quali il radicale idrossile e 4#,; deriva da un processo di riduzione monoelett@nic

dell’ossigeno molecolare O

02 + le — 02“

L’anione superossido pud comportarsi sia come agesgidante, acquistando un elettrone per
generare acqua ossigenata, sia come agente riducedendo un elettrone e ritornando cosi

ad ossigeno molecolare. Inoltre pud essere coimvoltina reazione di dismutazione [4]:

202-. + 2H+ — H202 + Oz

Il radicale Idrossile OH-, & la specie radicalica piu aggressiva e cidoeuto al suo

elevatissimo valore di potenziale Red/Ox standifd ¢ 2,310 V vs SHE), che gli permette
di degradare qualsiasi specie incontri nel suogrsac|6].

Tale radicale puo essere generato in diversi metliooganismo umano. Uno di questi
rappresentato dalla reazione di Haber-Weiss, secouidl’anione superossido combinandosi
con l'acqua ossigenata, in presenza di catalizzafoali F€* e CJ*, genera ossigeno

molecolare, ione idrossido el radicali OH- [7]:

O, + HO, — O, + OH- + OH

Un altro meccanismo di generazione del radicale &t reazione di Fenton tra’*e acqua
ossigenata. Benché nel corpo umano il ferro siagmte completamente nello stato ossidato
(1), la presenza dell’anione superossido e I'amaento di acidita dovuto alla produzione di
acido lattico provocano la riduzione di*f@ Fé", rendendo cosi possibile il decorrere della

reazione di Fenton.

Fe'+ 0,7 — F&€' + O,
Fe* + HO, — Fe' + OH + OH-

Il risultato ottenuto dalla combinazione delle azieni di cui sopra, € lo stesso di quello della
Haber-Weiss[7].
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Ulteriori possibili meccanismi di formazione detlrgale OH-, possono coinvolgere reazioni
di fotolisi dell'acqua ossigenata, attraverso l@sipione a radiazioni elettromagnetiche UV:

H,O, + v — H- + OH-

Il perossido di_IdrogenoH,0O,, viene generato dalla reazione di dismutazionéadéne

superossido e viene disattivato in seguito allbaeicatalitica di antiossidanti endogeni quali

I'enzima catalasi e glutatione ossidasi, che rishackacqua ossigenata ad acqua:

H,O, + 26 + 2H" — 2H,0
H,O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

by

Il perossido di idrogeno & presente all'internolaleellula in concentrazioni variabili tra
107+10° M ; la sua piu grave pericolosita & data dal fatte & in grado di attraversare le
pareti cellulari, innescare meccanismi di perossalee ed essere la base di partenza per la
generazione del piu dannoso radicale OH-[4].

L’ ossigeno di singolettdO, & una forma elettronicamente eccitata dell’ossigenlecolare,

il quale nello stato fondamentale si trova nelladirione di tripletto.
Differisce dallo stato fondamentale per il sempfieio che presenta un’inversione dello spin
di un elettrone che si trova nel guscio piu estelingalenza. Benché non sia un vero e proprio

by

composto di natura radicalica, si e visto che lgmso di singoletto presenta diverse
L' 'O, si pud formare per effetto di esposizione a radiizUV (nel range 320+380 nm)
oppure in presenza di proteine contenenti il gruppee, tra cui la mieloperossidasi, che

converte il perossido di idrogeno, in presenzdatiuci, in acido ipocloroso e ione idrossido:

H202 + CI- — HOCI + OH-

I'acido ipocloroso a sua volta reagisce con ilogsrdo di idrogeno per formare I'ossigeno di

singoletto [4]:

H,0, + HOCl — 'O, + H,O + CI + H

13



Tutti i composti appena citati rientrano nel prameshe prende il nome di cascata reattiva
dell’ossigeno (figura 1.2), ovvero quella seriezieai che riguardano la formazione ed il

consumo delle specie ROS nel nostro organismo [5].

o B:8 D30,
'% 37,8 Kcal/mol AlO; (0:0: M)  Ossigeno singoletto
o]
éJ 22,4 Kcal/mol
(TOO ) 0, Ossigeno molecolare
=
02l Anione superossido
S e
2 H,0, Perossido d'idrogeno
=
3 5
53 | — &
OH =+ HO" Radicale idrossile
l— e~
Hzo Acqua

Figura 1.2. Meccanismo di formazione dei ROS najimismo.

La maggior parte dei ROS viene generata a livelkmeondriale, dove avvengono tutti quei
processi legati alla catena respiratoria e alladlagsne di composti organici[9].

Ne consegue che le specie ROS vengono normalmeht@esitabilmente prodotte dal
metabolismo cellulare; tali specie, che in genemeosdannose per gli organismi viventi,
possono esercitare una duplice funzione, sia danctos benefica.

Infatti se presenti in concentrazioni molto baggessono svolgere funzioni protettive verso
composti dannosi ed estranei all’organismo e sveldenzioni legate alla trasduzione dei
segnali cellulari [10].

Qualora, invece, sia presente un surpluss di spadealiche all'ossigeno, si cade nella
condizione di stress ossidativo, in cui viene a caam l'equilibrio tra specie radicaliche
ossidanti e specie antiossidanti protettive.

In tali condizioni le specie ROS in eccesso reagisccon i subtrati biologici che incontrano,
favorendo la genesi di malattie quali il cancro,dibbete, I'arterosclerosi, il morbo di
Parkinson e quello diAlzheimer [4].

Come detto nel paragrafo precedente, il DNA puerestacilmente attaccato da radicali quali

la specie OH-, che ossida le basi azotate (cortimiaa), le quali possono poi dimerizzare.
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Queste reazioni distorcono la geometria del DNA imgediscono la trascrizione delle

informazioni genetiche (figura 1.3).

\
N e N
Deoxyribos <D
0se—— —
eoxyribos N\_\__.;:/C 0
1 en
®, |
\ Oy H
) AN Ne—g
Deoerlb(/)se—N\ — =
,«/ . \CHg

Figura 1.3.Dimeri della Timina.

Dalle ricerche condotte in questo campo, si € ewd¢a la necessita di prevenire e
combattere la formazione delle specie ROS, assumeeidcomportamenti appropriati come
evitare di restare a prolungato contatto con raoimzlettromagnetiche UV, di fumare, di
svolgere attivita fisiche troppo snervanti, ma stjoitto seguire una corretta dieta con elevato
apporto di sostanze antiossidanti, in grado dildmgare il rapporto tra la concentrazione di
ROS e sostanze riducenti.

A tale riguardo, gli alimenti piu indicati sono: getali (pomodori, zucchine, rape, broccoli,
spinaci), frutta(mirtillo, kiwi, arancia, pompelmtragola, uva) e bevande ed estratti naturali

quali vino, spremute di frutta e the verde.

1.3) Concetto di Antiossidante.

In un atmosfera avente il 21% di ossigeno, i fenunei ossidazione e degradazione
radicalica, non coinvolgono solo meccanismi biatdog@ biochimici, ma tutto cido che ci
circonda puo essere sottoposto all’'attacco aggessi ossidante dell'ossigeno e dei suoi
radicali.

La definizione di antiossidante, che piu frequerdgeta ricorre negli articoli di letteratura,
considera l'antiossidante, come una qualsiasi spebie trovandosi in concentrazioni di gran
lunga inferiori rispetto ad un dato substrato casilé, sia in grado di poter rallentare o inibire
il processo ossidativo che porta alla degradazitbgeiel particolare substrato[11].

Il concetto di antiossidante non riguarda solo wmtesto biologico, inquadrato nella
protezione e salvaguardia di biomolecole indisplifisper i processi vitali, ma puo essere
esteso ed allargato a tutti quei composti e/o naditethe devono essere difesi e preservati

dalla azione ossidante dell’ossigeno atmosferico.
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Ad esempio, al fine di prevenire fenomeni di coiwos di acciai, € nata la necessita di
utilizzare elementi di lega quali nichel o cromdrattamenti di rivestimento come cromatura
e zincatura, in grado di preservare il pezzo neifromti di specie chimiche fortemente
ossidanti e garantire una lunga vita in esercizio.

Ad esempio lo zinco, possedendo un potenziale redfexiore a quello del ferro, € piu
facilmente ossidabile dal punto di vista termodir@mnper cui garantisce al ferro di poter
restare nello stato di ossidazione zero, ovverdl@ueetallico.

Lo stesso vale per tutti i materiali polimericifia€heé possano essere utilizzati devono essere
protetti da fenomeni foto-ossidativi tramite I'inggio di composti a basso peso molecolare
(che appunto svolgono una funzione antiossidactie inibiscono o ritardano il processo di
ossidazione.

L’additivazione di tali composti e indispensabiléireché il polimero mantenga inalterate le
sue proprieta meccaniche, in seguito all'espose&idn agenti aggressivi quali I'ossigeno
atmosferico e le radiazioni UV [12].

Alcuni esempi di antiossidanti per materiali polimg che hanno peraltro una forte analogia
con gli antiossidanti impiegati a livello biochimicsono i fenoli sostituiti con gruppi molto

ingombranti (figure 1.4 e 1.5), le ammine aromaticdecondarie e le ammine stericamente

impedite.
O H 0= 0
tHu Y i-Bu i-Bu ] - B | A E
o M \._\\:_?fl“"--..__ - = __H?-.__.-"‘\.\:--.___ Hu
L ¢ PO ‘l- ] ¢ POOe l J
Wiy e | — et —_— s
POOH T
4 % -4
CHy CH; POO  CHy
2.6 diterbutil -p-cresolo
(Butylated hydroxytoluene, BHT

Figura 1.4 Fenoli stericamente impediti come adidintiossidanti nei polimeri[12].

b f — s !
\ " FPOO F /i, PR
R—{( JNH—([  D—r — R i>— N—( ( \ R’
\ -POCH N\ o/ a
| +POO
\ N\
R— ) —nN—{| —R'

Figural.5 Ammine aromatiche come additivi antiosstdnei polimeri[12].
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1.4) Classificazione deqli Antiossidanti

In campo biologico, pu0o essere effettuata una ifleaasone dei diversi composti
antiossidanti sulla base della loro provenienzaldailo meccanismo di azione nel proteggere
il substrato ossidabile.

Per quel che riguarda la provenienza si effettua prima distinzione tra antiossidanti
endogeni ed antiossidanti esogeni.

Col termine antiossidantendogeng ci si riferisce a tutti quei composti 0 enzimiegpenti
naturalmente nell’organismo e che hanno la funzairi@occare la produzione di ROS.
Esempi di antiossidanti endogeni possono esserengimi SOD (super ossido dismutasi),
catalasi e glutatione perossidasi.

Col termine antiossidantesogeno si considerarano tutti quei composti assunti ti@am
alimentazione; gli antiossidanti esogeni vengomara volta suddivisi in composti vitaminici
(vitamina C e vitamina E) e composti nhon vitamirdgome le grandi famiglie dei polifenoli e
carotenoidi.

Questa prima suddivisione puo essere riassuntguref1.6:

ANTIOSSIDANTI

ENDOGENI ESOGENI
= =
\i i I <§7
NON VITAMINICI
ENZIMATICI

Superossido dismutasi : .
Catalasi NON VITAMINICI Polifenoli

Glutatione perossidasi ENZIMATICI

Vitamina E

| Glutatione ‘ ‘ Vitamina C |
Proteine
Coenzima Q10

Figura 1.6: Classificazione Antiossidanti.

Per quel che riguarda il meccanismo di azione dagiiossidanti si possono considerare gli

antiossidanti primari o0 _chain-breaking ovvero quelle sostanze che agiscono da scavenger

radicalici mediante la cessione di un atomo di géro o di uno o piu elettroni gli

antiossidanti_ secondari o _preventiviovvero quelli che ritardano la cinetica del proceds

iniziazione radicalica [11].
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Questa distinzione non é assoluta, dal moment@siséono specie chimiche che inibiscono i
processi radicalici, agendo sia in qualita di detati della fase di iniziazione sia da

scavenger[13].

1.4.1)Antiossidanti interruttori di catena (chain-breaking).

Con la loro azione di scavenging, gli antiossidahtin breaking sono capaci di intrappolare
e bloccare l'azione dei radicali; le caratteristichchieste sono, primariamente, quelle di
reagire col composto radicalico piu velocementgutinto questo ultimo possa aggredire il
substrato e, secondariamente, di generare sisagloafici stabilizzati per risonanza.

L’effetto dichain breaking puo avvenire tramite 2eoanismi:

. Meccanismo HAT( Hydrogen Atom Transfert);

. Meccanismo ET (Electron Transfert).

Per quel che riguardaiheccanismo HAT, considerando un generico antiossidante AH, che

si trova in quantita minime rispetto al substrafoesto puo ritardare o inibire I'azione di un

gualsiasi radicale alcossile o alchilperossilepado le reazioni sotto riportate:

ROO- + AH — ROOH + A.
RO- + AH — ROH + A.

Il radicale libero derivante dall’antiossidante pugrtecipare in seguito a successive reazioni

di terminazione della catena, formando dei commtistatura perossidica[11]:

A- + ROO- — ROOA
A- + RO- — ROA

L’energia di attivazione delle reazioni sopra iradé&c aumenta sempre piu allaumentare
dell’energia di dissociazione dei legami-A; da cio si deduce che, l'‘efficienza antiossidante
per quei composti che cedono un atomo di idroganmenta al diminuire dell’energia di
dissociazione del legame-Ad.

Quindi piu labile é il legame -AH e piu il composto assume una capacita antiossdan
efficiente ed energica nel proteggere il substogtidabile.

Per il meccanismo HAT, l'efficacia della capacita potere antiossidante deriva dalla
combinazione dei 2 fattori:

1. Possedere un legame-A con bassa energia di dissociazione, per cui amautdi
idrogeno facilmente estraibile;

2. Essere in grado di generare un composto radicsladulizzato, che non sia piu capace

di far proseguire lo stadio di propagazione dediena.
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Gli antiossidanti che operano secondgnéccanismo ET sono molecole molto ricche di

elettroni, che cedendone uno o piu al compostocadido per favorire linterruzione della
catena, si trasformano in radicali cationi stabili.

Il meccanismo puo essere rappresentato come segue:

ROO- + A — ROO + A"
ROO + H — ROOH

1.4.2) Antiossidanti Preventivi ed Esogeni.

Il sistema cellulare per prevenire i danni dellees$s ossidativo € corredato di un sistema
enzimatico efficiente, dato dalla combinazione degkimi superossidodismutasi, catalasi e
glutatione perossidasi[4].

. L’enzima SOD (E.C. 1.15.1.6) e capace di covettréone superossido in acqua ed
ossigeno(figural.l):

. L’enzima CATALASI (E.C. 1.11.1.6) e capace di cortire I'acqua ossigenata in
H,O, secondo la reazione:

Catalasi-F€* + H,0 — Composto |
Composto | + HO, — Catalasi-F€" + H,0 + O,
L’enzima GLUTATIONE PEROSSIDASI (E.C. 1.11.1.9),eme sfruttato per il ruolo
catalitico che mostra nella riduzione di peros$pldici, a scapito di molecole di glutatione
ridotto(GSH):

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG +H20

Il Glutatione (GSH) e utilizzato in questo caso eomantiossidante preventivo, poiche
interagisce con l'enzima Glutatione Perossidasipedendo la degradazione di composti
perossidici, come ¥D, e ROOH, i quali possono essere fonte di radicali.

E uno dei pochissimi antiossidanti endogeni, checagisella modalita di chain-breaking,
grazie alla sua struttura tripeptidica, costitudi un gruppo glutammato, uno cisteinico e
glicinico (figural.7).
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Figura 1.7: Molecola del Glutatione (GSH) a pHdiegico 7,4.
Tale molecola grazie al residuo cisteinico preserdkecentro, possiede un elevato potere
riducente, che gli permette di poter intervenireniolti equilibri di ossido/riduzione al fine di
proteggere diversi substrati biologici.
L’atomo di idrogeno che viene ceduto & quello delpgo tiolico del residuo cisteinico,
formando cosi un radicale allo zolfo abbastanzhilstache poi dimerizza per bloccare la
propagazione radicalica (meccanismo HAT).
I meccanismo HAT che conferisce al GSH proprietéicgsidanti di chain-breaking puo

essere rappresentato dalla seguente reazione:

GSH + R- — GS- + RH
2GS- — GS-SG

1.5) Antiossidanti Esogeni

Gli antiossidanti esogeni sono tutti quei compas$ie provengono dalla dieta alimentare,
impiegati per combattere lo stress ossidativo; wangsuddivisi in 2 grandi categorie:

Vitaminici e non Vitaminici.

1.5.1) Antiossidanti Vitaminici.

In questa categoria di antiossidanti, si annoveran¥itamina C o (L)-Acido Ascorbico
utilizzato in ambiente idrofilico e la Vitamina EcTocoferolo, attivo in ambiente lipofilico
per la sua elevata catena alchilica laterale.

La vitamina C, nella sola forma enantiomerica L(configurazioascduta S), al valore del pH
fisiologico, ovvero pH=7.4, si trova sotto formaarica come ione ascorbato; la sua elevata
capacita di bloccare e inibire I'azione di radic@lidovuta alla stabilizzazione per risonanza

dello ione ascorbile, come mostrato in figura 1.8:
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il O
T

HO 0

HO
OH

Figural.8 Azione antiossidante dell’ acido ascarbic

Inoltre lo ione ascorbato & in grado di ridurreighi F€* e C§", i quali svolgono un ruolo
non irrilevante in reazioni di idrossilazione a puid partecipare I'ossigeno molecolare[9].
Un’altra caratteristica che rende la vitamina C efficiente antiossidante esogeno, € la
capacita di rigenerare la vitamina E, dopo che tguesstata attaccata da specie radicaliche.
Infatti all'interfaccia fase lipidica/acqua, si baa forte interazione tra acido ascorbicae
Tocoferolo, che permette alla vitamina C di aquesigelettrone presente sul*Tocoferolo,
convertendosi in radicale ascorbile e rigeneram$o la Vitamina E[14].

Quest’ intervento dell’ Acido Ascorbico permette gbtenziare notevolmente la capacita
antiossidante dello stessm-Tocoferolo. La sinergia tra vitamina C e vitamifg é

rappresentata in figura 1.9, in cui si evidenzia thradicale tocoferile reagendo con I'Acido
Ascorbico, ritorna a tocoferolo :

+ ROOH

figura 1.9 Sinergia tra vitamina C e vitamina E.

La Vitamina E fa parte di una serie di 8 composti che rientragltarcategoria dei tocoferoli
e tocotrienoli; in particolare si fa distinzionea ton—, 3—, y—, & tocoferoli (figura 1.10) e
a-, B—, y-, & tocotrienoli (figural.11). Tutti e 8 sono accomunka fatto di possedere nella
struttura molecolare il sistema 6-idrossi-cromaswprenoide-sostituito.

La differenza riguarda invece il numero di metitllocati lungo la catena dell'anello del
cromano[15].
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Figural.10 Struttura dell'alfa tocoferolo

Figural.11 Struttura dell’'alfa tocotrienolo
La vitamina E, € un composto altamente liposolylaten valori di kK, intorno a 10,51, per
cui ha una grande tendenza a ripartirsi nelleliiaisiche e nelle membrane cellulari [4].
La vitamina E agisce come un antiossidante chaaking, cedendo I'atomo di idrogeno del
gruppo idrossilico, per generare un radicaleromanossilico (TH-) avente struttura
semichinonica. Il radicale TH- risulta essere $talger effetto della delocalizzazione
dell’elettrone spaiato sull'anello del cromano @éheuasi completamente sostituito (figura
1.12). La presenza dellAcido Ascorbico, permette cbnvertire il radicale -
cromanossilico(TH-) ina-Tocoferolo, nuovamente disponibile per un ultexidiase di

scavenging o rimozione radicalica.

*0

HO

+R*® I + RH
o Q I

Figura 1.12 stabilita per risonanza del radicaleromanossilico(TH-)
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E’possibile inoltre che la fase di inibizione deflfeopagazione radicalica, possa arrivare ad
una struttura chinonica (TH2) mediante reazione @bh; tale struttura chinonica puo essere
pero facilmente essere convertita nelfocoferolo mediante un semplice passaggio di

captazione di 2 atomi di idrogeno.

CH, cH, o
3

o]

CH3 CHy &
3

Figura 1.13 Meccanismo di degradazione dell’altaoterolo.

1.5.2)Antiossidanti non vitaminici.

Nella categoria di antiossidanti esogeni non vitaoni si annoverano 2 importanti

sottocategorie di composti: i polifenoli e i carubéi.

1.5.2.1)Polifenoli.

Col nome polifenoli si intende una serie di scawngdicalici, accumunati tutti dal fatto di

possedere piu anelli aromatici e piu funzionaliggidriliche, sono ampiamente presenti in
natura e suddivisi, sulla base della loro struttamdecolare, in 2 grandi insiemi: Flavonoidi e
Acidi Fenolici[9].

1.5.2.2 | Flavonoidi

La struttura molecolare che serve ad identificareoinposti flavonoidi € quella del 2-

fenilcromano, su cui si dispongono funzionalitaiastiche e/o semichinoniche (figura 1.14).

ANELLO A

ANELLO C

Figural.14 Scheletro strutturale dei Flavonoidi.
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La capacita antiossidante di questi composti mdbiie le specie radicaliche, dipende

fortemente dal numero e dalla disposizione delfeifunalita ossidriliche presenti sull’anello

B. Infatti tali composti agiscono da antiossidaatiain-breaker, cedendo I'idrogeno del

gruppo ossidrilico al radicale che incontrano; dtalone spaiato che cosi si genera viene
delocalizzato nelle varie posizioni dell’anello.

Un possibile schema di reazione, legato all'ativiti chain breaking dei flavonoidi, &

schematizzato in figura 1.15:

R & @R ——  RH+ | \%R
F F
_ith -7
AN Z

Figural.15. Meccanismo chain breaking dei flavonoid

Inoltre, la possibile presenza nella posizione Wahello B, di un gruppo carbonilico C=@

B insaturo, conferisce al flavonoide elevate capactimplessanti nei confronti di ioni di
metalli di transizione (P& e Cf*), in grado di catalizzare reazioni ossidative.

I Flavonoidi vengono classificati nelle segeunsictocategorie:

. FLAVONOLI : sono caratterizzati dalla presenza del gruppo cdibo o- B insaturo

in posizione 4 dell’anello B. La struttura generits flavonoli € riportata in figura 1.16:

Figura 1.16. Struttura molecolare dei Flavonoli.
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Tra i flavonoli, una delle molecole piu frequemi matura é la quercetina, presente nel the,
cipolla ed uva, in cui R1 e R2 sono sostituiti gialppo ossidrilice-OH e il gruppo R3 da un

atomo di idrogeno.

Figura 1.17. Struttura molecolare della Quercetina.

° FLAVANOLI : si differenziano per l'assenza della funzionalitarbonilica in

posizione 4 e per la mancanza di doppi legamiamalio C.

La struttura generica dei flavanoli e la seguefigei@l.18):

OH

OH

HO 0] O
O R

OH

Figura 1.18. Struttura molecolare della classdldeanoli.

Sostituendo al gruppo R un atomo di idrogeno semdt la Catechina, mentre sotituendolo
con un gruppo ossidrilico si ottiene I'Epigallotéd flavonoidi molto presenti in diversi
prodotti naturali quali mele, the, vino e cacaoa Tir flavanoli spicca anche la (-)-
Epicatechina((2R,3R)-2-(3,4-diidrossifenill)-3,4elfb-2H-1-benzopiran-3,5,7-triolo) (figura
1.19), presente anche essa in diverse tipologi¢héie di vini, di cui si parlera piu

diffusamente nella parte sperimentale.

o
HO (0] \\\\\@

OH

),
“Ion

OH

Figura 1.19. Struttura della (-)-Epicatechina.
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. ANTOCIANIDINE: si distinguono per la presenza di un nucleo po@ni

completamente insaturo (I'anello C assume caratteymatico), sul cui atomo di ossigeno é
collocata una carica positiva.

La struttura generica delle Antocianidine viengoragentata come segue in figura 1.20:

Figura 1.20. Struttura molecolare delle Antociamédi

. ISOFLAVONI: hanno come caratteristica peculiare il fatto gera l'anello
aromatico B legato in posizione 3, a differenzautlii gli altri Flavonoidi in cui il legame
interessa la posizione 2. Presentano inoltre umeidualita carbonilica in posizione 4

dell'anello C. La struttura generica degli Isoflave la seguente, mostrata in figura 1.21:

Figura 1.21. Struttura molecolare degli Isoflavoni.

. FLAVANONI: sono caratterizzati dal gruppo carbonilico in pmsie 4 e

dall’assenza di insaturazioni nell’anello C.

La struttura base per i Flavanoni € indicata inriégl.22:

Figura 1.22. Struttura molecolare dei Flavanoni.
. FLAVONI: presentano una struttura molecolare molto simigiella dei Flavanoni,

con la sola differenza che non possiedono la furaita ossidrilica nella posizione 3
dell'anello C (figura 1.23).
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Figura 1.23 Struttura molecolare dei Flavoni.

1.5.2.3)Acidi Fenolici.

L’altra grande famiglia dei polifenoli, € data diagtidi fenolici, suddivisibili a loro volta in

derivati dell’acido idrossibenzoico e derivati ¢atido cinnamico.

by

[l piu importante derivato dell'acido idrossibenzmj € lacido gallico o acido 3.,4,5-

trildrossibenzoico (figura 1.24), comunemente presente nelle piamel ®ino e derivante da

strutture piu complesse quali i tannini idroliz4e].

HO
OH

HO

OH

Figural.24.Struttura molecolare dell'acido gallico.

Tra i derivati piu importanti dell’acido cinnami annovera l'acido caffeico (figural.25),

contenuto in cereali, kiwi e caffe.

0]

HO \/{k
OH

HO

OH

Figural.25. Struttura molecolare dell'acido caffeic

In generale per tutti i polifenoli, la capacita iassidante dipende dalla facilita con cui il

composto e in grado di donare il radicale H-.
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Attraverso la teoria BDE (Bond Dissociation Enthalpsi e stabilita una sorta di
classificazione tra le varie sostanze polifenoljdbesata sulla capacita e facilita di rottura del
legame G-H [9].

| parametri su cui € stata costruita tale teorreosseguenti:

. Tipologia e quantita di sostituenti sull anelloraatico: la presenza di gruppi Elettron
Attrattori, tende ad indebolire I'energia di disemone del legame -€H, aumentando la

capacita antiossidante del polifenolo.

. Posizione del legame-eH: il gruppo ossidrilico deve essere facilmentaatabile

dalla specie radicalica, per cui non deve subingdmbro sterico di gruppi laterali.

. Stabilita del radicale formato dalla reazione ctamtlossidante: I'elettrone spaiato
presente sul polifenolo deve essere delocalizzatmwhe in questo caso & estremamente
importante la tipologia dei sostituenti nell’aneliofatti la presenza di sostituenti elettron
attrattore, aumenta il grado di delocalizzazioneremdendoo piu efficace [lattivita

antiossidante.

Sulla base di questo modello e possibile prevettie@mportamento dei vari polifenoli nello
spegnere i processi radicalici e ipotizzare ligeela per la sintesi di efficaci antiossidanti. A
titolo di esempio, vengono riportati alcuni valati BDE, relativi a fenoli variamente
sostituiti[16]:
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BDE
R, R; Rs (keal/mol)
H H H 88.3
H H Me 86.2
H H CMe; 85.3
H H OMe 82.8
Me H H 84.5
CMe, H H 82.8
OMe H H 83.2
H CMe3 H 86.6
H OMe H 86.7
Me H Me 82.7
CMe; H CMe; 81.2 (rif)
OMe H OMe 80.0
CMe; H Me 81.0
CMe, H OMe 78.3
Me H, Me OMe 79.2 R2 R1
Me Me OMe 81.9
CMe; H NO; 84.9
CMe; H COOH 84.3
CMe; H COOMe 84.1
CMe; H CHO 84.2
CMe; H CN 84.2 R OH
CMe; H Cl 82.4
CMe; H Ph 81.2
CMe; H RS 81.0
CMe; H CH=CHCOOH 80.8*
CMe; H PhCH=CH 78.9 R2 R1
o-TOH 78.2

Tabellal.2 e figural.26 Valori calcolati della BIDEr diversi sostituenti R sull’anello fenolico[16].

Come si nota dalla tabella 1.2 e dalla figura 1laGresenza di gruppi elettron donatori in
posizione orto e para, sull’anello aromatico difenolo sostituito, permette di abbassare |l
valore della DBE, e quindi di indebolire il legan@imentando cosi la capacita antiossidante
del composto, in quanto sara sempre piu spintaareaun atomo di H per lo spegnimento di

processi radicalici.
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CAPITOLO 2

METODICHE  ANALITICHE  STANDARD PER LA
DETERMINAZIONE DELLA CAPACITA'ANTIOSSIDANTE
AOCQ).

In seqguito a diversi studi, tesi ad evidenziarenpiortanza del ruolo biologico, e non, dei

composti antiossidanti, per quel che concerne ftesst ossidativo e le sue drastiche
conseguenze (arterosclerosi, diabete mellitico, ianmfnazioni croniche, disordini
neurogenerativi e diverse tipologie di cancro), dieentando sempre piu di interesse
scientifico, la necessita di poter quantificarerindo standardizzato la capacita antiossidante
di diversi composti e sostanze[17].

Negli ultimi anni si e verificato un notevole aun@ndi pubblicazioni, riguardanti gli
antiossidanti e lo stress ossidativo: nel 1993ulebficazioni su tale argomento ammontavano
a 1684, nel 2003 a 6510, con un aumento di cir8d0Po[18].

Tale argomento nella sua complessita spazia ti@ptire tutte correlate strettamente tra
loro: dalla medicina alla scienza agrolimentareo@f®cience), fino alla biologia e chimica
analitica.

Il ruolo della chimica analitica e stato infatti efio di mettere a punto metodiche
standardizzate, in grado di valutare e misurareafzacita antiossidante (AOC) di campioni
reali come quelli alimentari (quali frutta, ciboguande ed estratti naturali) e quelli clinico-
biologici quali plasma sanguigno, urine e siero.

| ricercatori hanno adottato diversi termini pedigare la capacita antiossidante di un
campione; i termini piu impiegati, a volte ancharindo improprio, sono i seguenti: efficacia,
azione, potere, parametro,potenza, potenzialetiedadi 9].

Molto spesso si pone I'attenzione sul diverso $igaio che sussiste tra il concetto di capacita
ed attivita antiossidante, benché in molti artiogliesti 2 termini vengano erroneamente
utilizzati come sinonimi.

Col terminecapacita antiossidante AOC si considera la misura delle moli di un dato

radicale libero che vengono inibite e/o rimosseuda data soluzione, indipendentemente
dalla attivita antiossidante di ogni singolo comtpopresente nella soluzione. La misura
dell’AOC é quindi una misura di bulk della soluz&riene cioe in considerazione la somma
di tutti i contributi dei vari antiossidanti presenel campione e dei possibili effetti sinergici.
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Col termine attivita_antiossidante AOA, si intende la costante cinetica di un singolo

composto antiossidante nei confronti di un precesdicale libero; ci si riferisce cioé alla
capacita di una particolare molecola antiossidatitbloccare e contrastare i vari meccanismi
radicalici[20]. L'importanza dell'attivita antiosfante, € quella di potere stilare una vera e
propria classifica tra i vari composti puri.

La necessita di poter confrontare diversi prodmtnmerciali e agrolimentari e di controllare
lo stato di salute di pazienti, ha permesso I'aitzazione e la messa a punto di metodiche
standard per la valutazione dellAOC.

Una metodica standard per la determinazione delCAQovrebbe presentare e rispettare i
seguenti requisiti[11]:

. Riguardare misurazioni chimiche applicabili a caompreali.

. Impiegare reazioni che avvengono preferenzialmerdge sistemi viventi per la

generazione di specie radicaliche.

. Essere semplice, rapido e facilmente applicabitego@lisi routinarie e di controllo
qualita.
. Richiedere [l'utilizzo di una strumentazione aneditifacilmente reperibile, poco

costosa e di facile impiego.

. Avvenire secondo un preciso meccanismo chimicealzione .
. Essere altamente riproducibile e robusto.
. Essere adattabile prefenzialmente per antiossidhofilici e lipofilici .

Ovviamente le prestazioni di un una metodica analilovranno essere sempre valutate in
termini di intervallo lineare di lavoro (analyticednge), sensibilita (sensitivity), accuratezza
(accuracy), riproducibilita (reproducibility) e rottezza (robustness). Purtoppo, pero la
complessita e la vastita dell’argomento, hanno rastio ardua la possibilita di utilizzare un
metodo assoluto per valutare il valore dellAOG@neétodi proposti, infatti, portano a risultati
molto diversi, per cui si puo parlare solo di metatativi[19].

Ogni metodo solitamente presenta le seguenti eaisdithe: un substrato, ovvero una
molecola con particolari caratteristiche chimicsidhe, che deve subire l'attacco di specie
radicaliche, un agente ossidante o iniziatore dicedi, una molecola antiossidante o un
campione di cui si vuole testare ’'AOC e un sistestramentale in grado di monitorare nel
tempo una proprieta della soluzione che viene fadtéare con lo sviluppo e produzione di

radicali (es: assorbanza, intensita di emissiamaéiscente, conducibilita ecc..). A rendere
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piu difficile il confronto tra i vari metodi, le nualitd con cui viene espresso il valore

dellAOC sono molteplici; in tabella 2.1 ne

vengarportati alcuni tra i piu usati:

MODALITA'DI ESPRIMERE L'AOC

RISULTATO

Tempo di induzione o “lag phase”

(minuti), (secgndi

Tempo richiesto per arrivare ad uno specifico

livello di ossidazione/degradazione

(minuti), (secondi)

Velocita di ossidazione/degradazione

(mol/(litreadi))

Concentrazione necessaria per produrre
effetto antiossidante equivalente a quello

una molecola standard

(mequivalenti), (mol/l)
di

Concentrazione di gruppi funzionali in

seguito ad un periodo di tempo fisso

(mequivalenti), (mol/l)

Concentrazione di prodotto ossidante in

seguito ad un periodo di tempo fisso

(mequivalenti), (mol/l)

Variazione di una particolare proprieta de

la Assorbanza, Conducibilita, Emissione

soluzione dopo un tempo fisso

Fluorescente, Differenza di Potenziale ec

\7

Tabella 2.1 Parametri con cui esprimere il valeg AOC[11].

Data I'impossibilita di avere un metodo assoluto [@evalutazione dellAOC, si é sentita

I'esigenza di dover stilare una serie di metodiaehalitiche standardizzate per applicazioni

routinarie sia a livello aziendale/industriale, éévello di ricerca. Nel giugno del 2004, ad

Orlando, in Florida, si é tenuto il 1° Congresstetnazionale sui Metodi Analitici per la

valutazione dell’AOC.

Un possibile elenco di metodi standardizzati e nm@me indicata in tabella 2.2:
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Classification
Frinciple Marker Method
Dridalive stress Lipid axidation COxypen admrpiion: Manometnic, polarographst
Dhene camfugation: HPLL, speciropholametry (234 nm)

Lipid Avdroperoxider: HPLC, GC-M5.
chemilominestence. spaciropholometry
Tngine {iberetion: Titralion
Thiscyenate: Spectrophedometry | SO0 nm)
HAvdmocarkans: T
Cyirtonc aldehyder: LPO=586, HPLE, GC. GC-MS
Hermne! and refated end products: Sersory,
physicochemical. Cuw{ll) induction methast, GC
TEARS: Speciropholomelry (532=535 nm), HPLC
Raacimet: Conductivily
Fraif GOME, HPLOMS, immunosssays

Protein peroxedation Mpedohed dymmsines: GUMSES, HPLD, immuonoaisays
Protein corbaryls Alomic absorption Spectroscopy.
Nuorsicenie specirascopy, HFLC

DNA damags thiffydmaydenryguennsne: HPLC, ELISA
Scavenging radical Superoxide radical Spectrophatomelry (560 am)
SpECies Gias chromalogrephy

Elattron spin redonande spacirimetry
Photochemiluminiscence
Hydrogen peroxide  Spectrophotomelry (230 nm)
Chemilumimescence
BrigysRauscher oscillation
Hydroxyl radical Spectrophabirmetry (532 am)
El&cinon spin nsionenie. specinmelrs

Hypochlaric acid Spectrophatometry (410 om)
Singlel pxygen Spectrophatomelry (440 nm)
Chemilommesience
Peruxynilrie Spectrophatomelry (2 75=500 nm
HPLLC
Scavengng radecal Peroay! redical (EAC: Fluorescence
speCies TRAP: Chemiluminescence, duonestence

DCFH-0A: Fluoresoence, spactrophotometry (SED mm)
TOEC: Gas chrometngraphy
feCamtene biraching: Spectrophotomelry (470 om)
Crocin Spedtruphotdmetny (443 nm)

ABTS radical calion  Spectrophatometry (GA0=820 nm

DMPFD mdical caliom  Spectrophobirmetry {505 om)

DPPH radical El&tirun spin monande spaclromelry
Spectrophotomelry (5 [5=52E nm}
SpectraphatomeryHPLC
[ither procedunss Falin=Crocaltew Spectrophatomelry (750 am)
FRAF Speirophatornetry (553 nm)
CUPRALC Spectrophatametey (450 nm)

Cyclic voltammetry  Vollammelry

Tabella 2.2 Elenco di metodiche analitiche perdmtazione in vitro del’AOC [21].

Come si deduce dalla tabella 2.2, la complessileadgpmento deriva proprio dal fatto che

ogni metodo dipende strettamente da un particqlareipio con cui si intende la capacita
antiossidante (misura dello stress ossidativo, raidella scavenging activity ecc..) e che ogni
metodo € specifico e risponde quasi ad una sadotifa di specie radicalica[19].
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Proprio per tutti questi motivi, una valutazionemgeta della capacita antiossidante puo
essere realizzata solo dal confronto e dalla cwi@he dei dati ottenuti con diverse
metodiche, al fine di riscontrare possibili anatogisomiglianze[19].

Tra i vari metodi indicati in tabella 2.2, quellh& trovano una piu ampia applicazione nelle

analisi di tipo routinario in campo chimico-biolegie clinico sono :

. ORAC,;

. FRAP;

. TRAP;

. ABTS-TEAC,;

. DPPH;

. Metodo di Folin-Ciocalteu per la determinazione dmitenuto totale dei polifenoli.

Il presente capitolo trattera in modo sinteticdilkerse procedure analitiche sopra-elencate.

2.1)Metodo ORAC.

I metodo ORAC, acronimo di “Oxygen Radical Absarba Capacity”, € uno dei metodi

maggiormente impiegati e descritti in letteraturar pa valutazione della capacita

antiossidante, espressa come capacita di scangerdgiie molecole antiossidanti nei

confronti del radicale alchilperossido ROO-.

Tale metodica é stata messa a punto nel 1993 ddicame chimico Guohua Cao e

collaboratori[22].

Il principio del test ORAC é quello di misurarediégcadimento dell'intensita di fluorescenza
di una molecola target, in seguito alla formaziaheradicali ROO-, ottenuti tramite la

decomposizione termica di un azocomposto organico.

| radicali alchilperossilici si attaccano sullaustara molecolare del composto fluorescente,
determinando un effetto di spegnimento o “quenchéhdluorescenza, che viene monitorato
nel tempo. Il metodo originario utilizzava come diecola probe” di fluorescenza [&

ficoeritrina (figura 2.1) [22] :
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Figura2.1: struttura molecolare e spettro di emoissidella-ficoeritrina.

In seguto e stato proposto di cambiare il markefiudirescenza utilizzando la piu comune
fluoresceina (Figura 2.2).

La Fluoresceina, oltre ad essere piu facilmenteribjle ed economica, € estremamente
vantaggiosa perché e piu stabile ddilficoeritrina e permette di ottenere una maggiore

sensibilita e selettivita del metodo[23].

Figura 2.2 Struttura molecolare della Fluoresceina.

Le molecole antiossidanti presenti nel campion&ddao e inibiscono I'azione del radicale
ROO:-; in tal modo il probe di fluorescenza mantienstante ed inalterata la sua intensita
emissiva.

Quando le molecole di antiossidante non sono pificenti a bloccare I'azione dei radicali
alchil perossidici, questi attaccano la fluoresagicausando un netto e repentino calo
dell'intensita di emissione.

La generazione di radicali ROO- é ottenuta tramaitdecomposizione termica a 37°C della
molecola AAPH (2-2'azobis-2-aminidinopropano cleatb); si hanno 2 rotture omolitiche
dei legami C-N, con sviluppo di una molecola ditazls, e 2 radicali ROO-, come si vede in
figura 2.3:
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H\I\IA.,H Cl H‘NHH cr
. N S
N N\NX( e N“N + 2 J\
H*H BF Oe
Os
AAPH
«+H ClI
H N Cl
fluorescent probe - I
stable product N
(loss of fluorescence) — O-0e
l antioxidants
Stable products

Figura 2.3 Decomposizione termica dell’ AAPH a 3[224].

Y

L’intero meccanismo di reazione che e stato indagamn la tecnica HPLC-MS, e stato
ipotizzato come riportato in figura 2.4[23]. Dabohema di reazione si puo notare come la
capacita di “radical scavenging” della molecola h@rcagisca secondo la tipologia HAT,
ovvero l'inibizione della attivita ossidante deldieale avviene tramite la cessione di un

atomo di idrogeno H:

98¢ (L, L
HO 0 o] -0 0 0 0 0 o0 (8] 0

FL1

Fluorescein

l Q=C=0

\__CHO
~CHO

R; = COOH, R = OCOOH

Figura 2.4. Meccanismo di reazione legato all’'attagei radicali ROO- sulla Fluoresceina[23].
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Come gia detto, il parametro monitorato nel temgitraverso uno spettrofluorimetro, € la
perdita di fluorescenza (“loss of fluorescence”).vvfamente all’aumentare della
concentrazione di antiossidante, aumenta il vali@léa “lag phase” o “lag time”, ovvero |l
tempo di protezione da parte dell'antiossidantanardell’ attacco alla fluoresceina da parte
dei radicali ROO-, con conseguente diminuzion€ididhsita di luce emessa.

| valori dell’effetto protettivo dell'antiossianteerso il probe di fluorescenza, e dato dalla
misura dell’area sottesa alla curva di decadimeetbintensita emissiva, sottratta del valore
del bianco; questo parametro, definito AUC( Areadeinthe Curve), tiene conto della lag
phase, della velocita di perdita delle fluorescemzell’effetto dell'inibizione.

Per questa ragione, il parametro AUC, viene imgiegeer la costruzione di rette di
calibrazione, da cui €& possibile determinare qtethtamente il valore della capacita
antiossidante. Un esempio di decadimento di flumesa, dovuta alla generazione di radicali,

viene rappresentata in figura 2.5:
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Figura 2.5: Perdita di Fluorescenza nell’analisiAQRL9].

| valori ORAC vengono di solito riportati come Toaf’ equivalenti (acido &drossi2,5,7,
8-tetrametilcromar2-carbossilico) (figura2.6), che € una molecola sicéeimpiegata come
standard di riferimento nelle analisi, la quale risponde all’analogo idrosolubile della
Vitamina E, poiche la lunga catena alchilica apolar stata sostituita da un gruppo

carbossilico fortemente polare.
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Figura 2.6. Struttura molecolare del Trdlpanalogo idrosolubile della vitamina Ey(R=H).

| risultati per i campioni reali vengono quindi esgsi come micromoli di Trolox equivalenti
(TE), valutati per litro o grammo di campione ([pindd TE/g] o [pmol di TE/L]). Il metodo
ORAC e stato largamente applicato e adattato darskvaziende per la quantificazione
dellAOC, al punto tale che il valore ORAC vieneche riportato sull’etichetta di diversi
prodotti alimentari, biologici, farmaceutici e costici.

Sulla base di tale metodo € stato stimato che wgliwiduo, al fine di poter contrastare gli
effetti deleteri dei ROS e le conseguenze che mwat®, debba assumere una quantita di
frutta, verdura e alimenti vari, che gli consentdncaggiungere quotidianamente un valore di
unita ORAC pari a circa 5000.

Per questo motivo, medici e nutrizionisti consigbali consumare 5 pasti al giorno di frutta e
verdura; viene riportata di seguito una tabellaglia 2.3) in cui si classificano i vari alimenti
in termini di unita ORAC(1 unita ORAC = 1 uM di Tox® equivalente).
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[ORAC)

Riso Integrale (100 gr) 24287
Timo fresco (100 g STA26
Paprika {100 gr) 210932
Succo di uva nera 1 bicchigne 5216
Mirtilli 1 1azza 480
Cavolo verde colto 1 ters 2048
Spinaci cottl 1 larzs 2042
Barbabietola cotla 1 tazen 1782
More 1 tazza 1466
Prugne nere 3 1454
Cawvoll di Bruxelles cotti 1 tarza 1384
Succo di pompelmeo 1 blochiens 1274
Cereali gr. 50 (media) 1M
Pompelma rosa 1 1188
Fragole 1 tazza 1170
Succo di arancia 1 bicchiers 1142
Arancia 1 983
Susing 1 628
Patata arrosto 1 576
Avocado 1 571
Uva nera (120 grammi circa) BB
Peperone 1 5G9
Khai 1 458
Patata americana 1 433
Fagiolini cotti 1 tazza 404
Cavolfiore cotlo 1 tazzs AD0
Uvetta nera 1 cucchiaio 296
Cipoila 1 360
Uva bianca 1 grappalo 357
Melanzana 1 326
Maeda 1 am
Pesca 1 248
Banana 1 223
Pera 1 22
Mclone 3 fotte 197
Spinaci crudi 1 platto 1@
Alblcocche 3 Tz
Pomodori 1 116
Cetrioli 1 a8

Tabella 2.3 Indice ORAC per vari alimenti[25]

Tale tabella insieme ad altre analoghe, trovargolanpiego nell’individuare i giusti alimenti
per una dieta sana e corretta, volta a combatterecessi degenerativi che stanno alla base
dell'invecchiamento cellulare.

I metodo ORAC, benché standardizzato, e pur sempnmetodo relativo poiche si riferisce
esclusivamente all’attivitd antiossidante dei sadiicali ROO-.

Nel tempo ha pero tale saggio analitico ha alcuriéts variazioni ed € stato adattato anche
allo studio di altri radicali come il radicale a$silico OH-.

Tale metodica, messa sempre a punta dallo stessp i@dicata come ORAE..(per
differenziarla da ORAGoo) prevede la generazione in situ di radicali OH-, ie@e
I'utilizzo di una reazione simile a quella dellanf@n (Fenton like), tra lo ione Eu(derivante

da CuSQ) e I'H,O,[26].
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Piu recentemente Ou e collaboratori, hanno inttodéd variante HORAC, in cui la
formazione dei radicali OH- che attaccano la flacegna, viene ottenuta tramite una reazione
“Fenton like” tra un complesso, generato dalla i@z in cuvetta tra CoFe acido picolinico,

ed HO,[27].

2.2)Metodo FRAP.

Il saggio FRAP, acronimo di “Ferric lon Reducingtxidant Power”, fu messo a punto da

Benzie e Strain[28], al fine di valutare a liveltbnico la capacita antiossidante del plasma
sanguigno; tale metodo in seguito e stato sfrutiatthe per I'analisi di campioni alimentari e
botanici.

Il principio si basa sulla capacita dei vari angidanti di ridurre il complesso di Fe(lll)
2,4,6tripiridil -s-triazina  (anche indicato come [Fe(PTZY*) a Fe(ll),
[Fe(I)-(TPTZ)]?" a pH 3.6 (figura 2.7) :

x
J N
N
+ antioxidant Fe(lﬁ ~N
-e N“ N \ N
N, LN
= N - | =
g‘ *U @/‘ g
[Fe(l)(TPTZ)]** [Fe(l)(TPTZ)]?*, Amax = 593 nm

Figura 2.7. Metodo FRAP[19]
il complesso ridotto €& colorato, per cui la reaeiorpud essere monitorata
spettrofotometricamente alla lunghezza di massimsordimento localizzata intorno a
593nm.
Tale reazione viene sfruttata per investigare peewamente tutti quei composti che
presentano un potenziale redox piu basso di 0.he/ecil valore del potenziale redox della
coppia [Fe(}(TPTZY*/[Fe(I)-(TPTZ)]*": per cui il FRAP risulta essere un test di
screening teso a valutare il mantenimento dellim sedox in cellule e tessuti[19].
Una unita FRAP e arbitrariamente definita comeurnero di moli di Fe(lll) ridotte a Fe(ll)
da una mole di antiossidante testato.
Il piu grande svantaggio di tale metodo e che ibnea della capacita antiossidante puo
risultare sistematicamente maggiore se nel campaniadizzato sono presenti composti che
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non appartengono alla famiglia degli antiossidahtiui potenziale di riduzione é inferiore a
quello della coppia redox Fe(lll)/Fe(ll).

Un’altra grande limitazione, deriva dal fatto chéettest non e in grado di valutare la capacita
di spegnimento dei radicali nella modalita HAT, par si possono verificare gravi sottostime
nel valutare 'AOC, soprattutto nel caso di polidére composti tiolici quali il glutatione.
Nonostante tutto, il test risulta essere facikpge, economico e robusto, al punto tale che

puo essere anche adattato per sistemi in “flowciiga analysis’[18].

2.3)Metodo TRAP.

Il saggio TRAP, acronimo di “Total Radical-trappiAgtioxidant Parameter”, fu proposto per

la prima volta da Wayner et al[29], al fine di miste specificatamente il valore dellAOC
per il plasma sanguigno.

Tale metodica si fonda sulla misurazione del tempoessario affinché il radicale ROO-
inibisca e degradi completamente il campione dérpla sanguigno.

La generazione dei radicali perossilici ROO- aweiper degradazione termica del composto
AAPH a 37°C, cioé nello stesso modo del saggio ORffigtira 2.3).

Tali radicali vanno ad aggredire IB-ficoeritrina (R-PE), causando una diminuzione
dell'intensita di emissione della fluorescenza.

In questo saggio si va a misurare la lag phasg tirtee del campione e cioe il tempo durante
il quale il campione stesso e in grado perfettameninibire e spegnere I'azione dei radicali
perossidici mantenendo inalterato il segnale dirflscenza, confrontato col lag time di una
quantita nota di Troldk usato come standard di confronto.

Infatti dal momento che non é possibile in questsocdisporre di un bianco, ovvero di un
campione di plasma esente da antiossidanti, deagettal valore del campione, si utilizza |l
lag time del plasma e, in seguito si misura il fiage derivante dall’aggiunta di una quantita
nota di TroloX.

In questo modo utilizzando diverse soluzioni dil®x§ a titolo noto, & possibile costruire una
retta di calibrazione col metodo delle aggiuntedsad.

Dal rapporto tra i 2 valori di lag time, ottenugrpestrapolazione, si riesce a determinare la
capacita del plasma di spegnere e/o rallentaresitlagione da parte del radicale
alchilperossido, che viene espressa come la caazéorte di radicali ROO- inibiti.

Un esempio di applicazione di tale metodo, relatiV¢éavoro di Ghiselli et al.[20], viene qui

di seguito riportato in figura 2.8.
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Figura 2.8. Metodo TRAP per l'analisi del plasm3[20

| due “lag time” (Tiasma® Trrolox) VENgono confrontati tra loro, e la capacita @sgidante

indicata nell’equazione come X, viene calcolata e@egue:

[TI’O|OX®] I Trrolox = X/ Tolasma

Per ottenere il valore del lag time del Trdlpxl composto viene aggiunto alla miscela di
reazione, quando la fluorescenza della R-PE énattal 50% del valore iniziale. La cinetica
della reazione viene monitorata fino al punto inlawelocita di scomparsa (pendenza della
retta) della fluorescenza diventa uguale a queliistrata prima dell'aggiunta del Troftx

Gli svantaggi del metodo TRAP, derivano dal fatt@skere un test piu complicato di quelli
citati e che necessita di molto tempo per potegressvolto (time consuming).

Un altro difetto che viene attribuito al metodoguello di impiegare il lag time o tempo di
inibizione, come parametro per quantificare il valdel’AOC, dal momento che non tutti gli
antiossidanti dispongono di un evidente lag ting].[1

Altre critiche[30], affermano che la R-PE (e ant¢hd-luoresceina nel metodo ORAC), non
siano in grado di simulare correttamente il comgnognto di un substrato biologico.

I saggio TRAP, nonostante tutto, trova larghissingpplicazione nelle analisi
chimico/cliniche in vivo, per valutare la capacigtiossidante del plasma e del siero

sanguigno.
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2.4)Metodo ABTS-TEAC.

Tale test spettrofotometrico, riportato per la @miwolta in letteratura da Miller e Rice-

Evans[53], valuta la capacita antiossidante attsavEabilita di rimozione radicalica da parte
del catione radicalico ABTS (acronimo di acido 2,2-azinobis(3-eilbenzotiazeké-
solfonico)).

Tale radicale, viene generato attraverso una reazth ossidazione del composto incolore
ABTS(figura 2.9); inizialmente I'agente ossidantenpiegato era la metmioglobina,
successivamente si € passati a M€l infine, nel lavoro di Re et al, si e impiegdtpiu

comune e facilmente reperibile persolfato di sadd potassio (KS;0s 0 NgS,0g)[31].

U >_N D\ oNH,*

ABTS

Figura 2.9. Struttura molecolare del’ABTS non radico.
Il catione radicalico cosi generato € molto stabdetempo, ed e caratterizzato da una intensa

colorazione blu-verde (con massimi di assorbimdotalizzati a 415, 645, 734 e 815 nm)
(figura 2.10); in seguito all’aggiunta di uno o paitiossidanti nel’lambiente di reazione,
questi cedono uno o piu atomi di idrogeno al rddiczationico, determinando cosi un

decremento del valore iniziale dell’assorbanzatestualla nax

1.8
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14 A,..045 nm
0.8 1“1”'?34 nm

A,..815 nm
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i
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Figura 2.10 Spettro di assorbimento del radicald 8§31].
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La quantificazione dellAOC per un generico compoahtiossidante, si ottiene da una retta
di calibrazione, che mette in relazione la perdit@ segnale di assorbanza con la
concentrazione di antiossidante aggiunto in cuvetta

Il metodo prende anche il nome di TEAC (acronimoTddlox® Equivalent Antioxidant
Capacity), perché riporta i valori di AOC dei vaampioni, come Troldk equivalenti,
ovvero la concentrazione millimolare di una sabus di TroloX che ha la stessa capacita
antiossidante di una soluzione 1mM della soluzidekecomposto o miscela da investigare.
[31,32].

Il Trolox® viene utilizzato anche come probe di riferimenés ponfronatre i valori dei vari
AOQOC, relativi ai diversi composti antiossidanti,fade di poter definire un trend di capacita
antiossidante tra le varie molecole.

Il meccanismo di reazione tra ABTS TroloX®, che avviene secondo la modalita di

trasferimento di un atomo di idrogeno (HAT), viendicata in figura 2.11:

NH, + 505> 505" + NHy'
oS = :@’

Ez"'s GH

Il
O

CZHE CH
ABTS"™"

COOH
CH;
CH; Trolox

NHg + 50 ¢ S05"+ NH," -
\©: >.=h.—N:-< :Q/ COOH
CHs

H E?Hs sz
ABTSH™™

Figura 2.11 Meccanismo di reazione HAT tra ABESTrolox’.
Il metodo ABTS, € un metodo di facile impiego, aiente utilizzato nei laboratori di ricerca,

per la determinazione dellAOC in campioni alimenta biologici. Poiché 'ABTS e ben
solubile sia in ambiente acquoso che in solvengarico, la metodica pud essere sfruttatta
ampiamente per la determinazione del’AOC sia penmosti idrofilici che lipofilici. Inoltre

questo saggio, data la sua semplicita e la vadiitgpplicazione, é stato il primo ad essere
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stato commercializzato sotto forma di kit per lsuna del’AOC, da parte dei laboratori della

ditta statunitense Randox® (figura 2.12):

Free Radicals and Disease
Clinical Solutions

JANDOX ==

TOTAL ANTIOXIDANT
STATUS

o, VOO DRIMETRIC)

Figura 2.12 Kit Randox® per il saggio ABTS.
2.5)Metodo DPPH.

Tra i saggi spettrofotometrici impiegati per la etatinazione dellAOC, viene molto

sfruttato, soprattutto a livello di routine, il sag DPPH. [ DPPH(2,2’-Difenil-1-

picrilidrazile) (figura 2.13) e un radicale orgamiazotato, leggermente stabile nei confronti
delle radiazioni solari, per il fatto che I'elett® spaiato, situato sull’atomo di azoto, viene
stabilizzato per risonanza sull'anello aromatiamlire la presenza di gruppi stericamente
ingombranti come quelli fenilici e quelli nitro, ferisce una ulteriore stabilita al radicale

stesso[33].

NO,

O:N N—N DPPH

NO,

Figura 2.13 Struttura molecolare del radicale DRPH-

La funzione principale dei gruppi nitro & essemaiahte quella di far si che il composto possa
assorbire radiazioni nel range UV-Vis, e che quipdissa essere monitorato per via
spettrofotometrica. Gli spettri di assorbimento @eimposto radicalico e non vengono

riportati in figura 2.14; il DPPH oltre che spefotometricamente puo essere monitorato
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anche mediante spettroscopia di risonanza di sfstiranico (EPR), oppure mediante
tecniche elettroanalitiche quali la cronoamperoraetr
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Assorbanza

0.6 -
0.4 4

0.2 4

0.0
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200 300 400 500 800 700 BOO 800
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Figura 2.14 Spettro di assorbimento del DPPH réida non.

Facendo reagire il DPPH- con un composto antiostdm grado di cedere un atomo di
idrogeno al composto radicalico (figura 2.15), erifica una decolorazione della soluzione
dovuta alla scomparsa del radicale, che pu0 ess®sgitorata nel tempo per via

spettrofotometrica alla lunghezza d’onda del magsiimassorbimento\(ax =516nm).

NO, r OH NOZH R 9°
i . PR F o n
O,N N-NC gy — ON Lt F
NO, NO,
DPPH DPPH-H

Figura 2.15 Meccansismo di reazione per il DPPH-.

Inizialmente si riteneva che il meccanismo di aei@ntiossidante fosse di tipo HAT, in
seguito, diversi studi [19], hanno confermato difienomeno di decolorazione pud avvenire
sia per cessione di atomo di idrogeno(HAT), siatpesferimento elettronico. Sulla base della

cinetica di decolorazione del radicale DPPH, sipa a valutare la concentrazione di
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antiossidante necessaria a garantire un decadindeht0% del valore iniziale di assorbanza
(ECs0)[34,35].

Il saggio DPPH opera in soluzioni alcoliche e idcoache di metanolo o etanolo, per cui
permette I'analisi di una svariata serie di compastiossidanti, sia idrofilici che lipofilici.

Uno svantaggio del metodo deriva dal fatto cheelzione tra il DPPH e I'antiossidante,
dipende fortemente dall’accessibilita che tali rsole hanno verso il sito radicalico: da cio ne
consegue che molecole meno ingombrate stericamentehe quindi accedono meglio

all'elettrone spaiato, possano avere un valore@CAiu elevato di quello reale [19].

2.6)Metodo di Folin-Ciocalteu.

Il metodo storicamente piu importante e piu aggib per stimare il valore dellAOC, é

quello proposto da Folin e Denis (1912) e succassénte modificato da Folin e Ciocalteu

(1927)[36] per la determinazione della tirosina.nmletodo si basa sull’aggiunta di un

particolare reattivo ossidante, detto reattivodlir=Ciocalteu (FC), in grado di assumere una
colorazione blu, la cui intensita risulta essenedirmente proporzionale al numero di residui
fenolici presenti sulla molecola di antiossidaneB3].

Per tale ragione il reattivo FC viene impiegato lpedeterminazione del contenuto totale dei
polifenoli, sopprattutto in campioni reali qualnvied estratti naturali[37,38].

Il reattivo di Folin e Ciocalteu e costituito daaumiscela di color giallo, a base di acido
fosfotungstico HPW;,040 € fosfomolibdico HPMo;204, in grado di ossidare substrati

polifenolici e altre molecole antiossidanti quatido ascorbico, riducendosi ai rispettivi

ossidi WsO23 e MasOz3, in grado di conferire alla soluzione una intecs@razione blu.

Lo schema di reazione, tratto dalla review di Pred al.[19], che avviene mediante

trasferimento elettronico (ET), puo essere coseisetizzato:

Na,WO,/NaMoO, —  (fenolo-MoW;040)*
Mo(Vl) + 1€ — Mo(V)

La reazione di ossidazione del substrato polifenolieve essere condotta a pH alcalini
intorno al valore di 10 (soluzione di p20s), per accelerare la cinetica della reazione stessa
La miscela degli ossidi di ¥D,3 e MaO,3 presenta un’ampia zona di assorbimento compresa
tra 720 e 750 nm, Singleton et al. suggerisconoodidurre la misura spettrofotometrica a
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765nm [38]. Un esempio degli spettri di assorbiroedel reattivo FC, in presenza e in

assenza di un composto polifenolico, viene indicafegura 2.16:

; catechina 45 uM
084 !

0.6

Assorbanza

0.4 4

0.2 bianco

0.0 i T T T T T T T T
400 500 600 700 800 200

lunghezza d'onda (nm)

Figura 2.16 Spettro di assorbimento del reattivarf-resenza e assenza di un polifenolo (catechina)

Nella procedura di Singleton et al.[38], viene nsabme standard con cui esprimere il
contenuto totale di fenoli I'acido gallico (figurh24), per cui si parla di di acido gallico
equivalenti o GAE(Gallic Acid Equivalents); in padlar modo per le sostanze pure si usa
I'unitd di misura mmol/L di acido gallico equivakee per i campioni reali si adotta I'unita di
misura in mg/L di acido gallico equivalenti[37,38].

Dal momento che il metodo di Folin-Ciocalteu nonspecifico per i soli composti
polifenolici, in quanto vengono ossidati anchei altibstrati facilmente riducubili, si possono
ottenere risultati sovrastimati per il contendtdale di polifenoli.

A meno che gli interferenti, non vengano rimosdladeatrice, il metodo non determina il
contenuto totale dei polifenoli, ma puo essere aoyue una misura del potere riducente

totale, un parametro importante per la valutazoel® stato redox cellulare[9].

Un possibile confronto tra i vari saggi standargraoitati, pud essere effettutato in termini di
semplicitd di esecuzione, strumentazione richiestayanza biologica, meccanismo di
reazione, capacita di analisi di composti idrofficlipofilici e modalita di quantificazione e

misura dell’indice AOC (tabella 2.3) [19].
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antioxidant instrumentation biolegical lipophilic and
assay simplicity required relevance mechanism endpoint quantitation hydraphilic AOC
ORAC ++8 + +++ HAT fixed time AUC ++
TRAP —-—-f — —spacialized —_— HAT lag phase ICsq lag time -—
FRAP ++ e -— SET time, varies AQOD fixed time -
CUPRAC —++ +r SET time AOD fixed time -
TEAC + + - SET time AOD fixed time ++
DPPH - + - SET ICsa AQD fixed time -
TOSC - - ot HAT ICsa AUC -——
LDL oxidation - +H+ ++ HAT lag phase lag time -——
PHOTOCHEM - — — specialized ++ ? fixed time lag time or AUC? +H+
¥+, ++ +++ = desirable to highly desired characteristic. ®—, ——, ——— = less desirable to highly undesirable based upon this characteristic. © The lipophilic assay
is quantitated by AUC measured over a defined measuring time, and the hydrophilic assay is quantitated based upon the lag phase.

Tabella 2.3. Confronto tra i vari metodi standaed la misura dellAOC[19].

2.7)Approccio Potenziometrico alla misura del’AOC.

Si puo facilmente notare come le metodiche sopsardte per la quantificazione dell'indice
AOC, si basino sulla valutazione e quantificazidnana reazione di riduzione.

Infatti ogni test, va ad investigare l'abilita delspecie antiossidante di ridurre i composti
radicalici, mediante o cessione di elettroni (ETi atomi di idrogeno (HAT).

Nel 2006, sulla rivista Talanta[39], € stato pubdio un metodo potenziometrico per la
misura del parametro AOC. Il metodo si basa sullasierazione che i principali inibitori e
scavenger radicalici siano composti elettron damatper cui la valutazione del consumo di
un determinato “mediatore redox correttamente gtelpuo fornire utili informazioni sulla
attivita e capacita antiossidante.

I ROS per definizione sono dei potenti agenti aasig infatti possiedono elevati valori di
potenziale standard redox; a titolo di esempicadicale idrossile posside undgoH =
+2.31V vs SHE.

| potenziali Red/Ox dei vari agenti antiossidantli pampiamenti utilizzati in campo
chimico/biologico, si assestano su di un rangeathiri compreso tra -0.42+ + 0.30 V.

Sulla base del confronto tra i potenziali di osgidozione per la specie ossidante e riducente,
si puo dedurre che il potenziale Red/Ox del medatoecessario per la valutazione

del’AOC, debba soddisfare il seguente requisito:

(o] o o]
E°RradRadRed) > EOwred > E’AoowaoRed
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dove ERadradredyCOrrisponde al potenziale standard della copprandoossidata e forma
ridotta della specie radicalica all’ossigeno,ofkeq € il potenziale redox del sistema
mediatoreed infine EXo owao red€ il potenziale redox per il composto antiossidant

Un altro importante requisito che deve presentasesiema mediatore redox, grazie al quale
effettuare I'analisi potenziometrica, € quello dispedere una elevata velocita di reazione
chimica con I'antiossidante.

Il sistema mediatore proposto da Brainina et a},[89a coppia K[Fe(CN)]/KsFe(CN)]|
valutata in ambiente tamponato a pH 7.4; l'aggiuditan’aliquota di antiossidante a titolo
noto, determina uno spostamento o shift del posdmziella coppia redox del sistema
mediatore.

Prima(1) e dopo(2) l‘aggiunta di antiossidante,pibtenziale puo essere calcolato, secondo

I'equazione di Nernst, nel seguente modo:

Cox

E1 = E° + b*logCred(l)

(Cox-X)

E2 = E° + b*log(Cred+X) (2)

oppure monitorato per via potenziometrica mediamte elettrodo indicatore di Pt e un
elettrodo al calomelano saturo(SCE), impiegatauialita di elettrodo di riferimento.
L’attivita antiossidante (AOC), puO essere poi aiata quantitativamente con la seguente

espressione:

Cox — a * Cred

A0C = +
1+ «a

dove E1 ed E2 corrispondono al potenziale chesiesia assume prima e dopo 'aggiunta di
una aliquota di antiossidante, E° e il potenzitdadard del sistema mediatore, Cox e Cred e
la concentrazione del sistema mediatore nella fayssédata e ridotta, X e la concentrazione
di antiossidante che reagisce espressa come [e@fl] infine o = 10%% ~ EVP ¢
b=(2.303-R-T)/(nF) (pendenza della retta).

Dal momento che la forza ionica della soluzionearim pressoché invariata durante tutto il
corso dell'analisi e che la misura della differemzgpotenziale non € un valore assoluto, é

possibile assumere in prima istanza, che la corec@nhe coincida con I'attivita.
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CAPITOLO 3

DETERMINAZIONE DELLA CAPACITA’ ANTIOSSIDANTE
CON ELETTRODI MODIFICATI.

3.1)Metodo proposto da Scholz et al.

La maggior parte delle tecniche spettrofotometridienche altamente selettive e specifiche
per alcuni radicali, sono frequentemente diffiddi correlare tra loro, soprattutto se applicate
a sistemi chimico/biologico reali[40].

Il seguente paragrafo illustra un nuovo approetettrochimico finalizzato ad investigare in
maniera indiretta la capacita antiossidante, davearticolare radicale generato in situ, va a
degradare un film depositato sull’elettrodo di leo(®8VE)(figura 3.1 ).

Scholz et al[40], sfruttano la degradazione indaita ROS su SAM (Self Assembled
Monolayer) di alchil tioli su elettrodi di Au o Hgper la una determinazione relativa dei ROS

stessi .

eE+ 202

Y —=—
on

Figura 3.1. Degradazione di un film depositato SWME, con fonte di radicali OH-.

Tale metodo, prevede di monitorare il grado % dnregggiamento del film, durante
I'esposizione all'azione radicalica ossidante,aatrso misure di Voltammetria Ciclica (CV)

2+/3+

con il probe red/ox reversibile [Ru(NJ]“"°". Quindi si va a monitorare I'incremento del

picco anodico (o catodico) del probe red/ox [Rugfd™”*

a diversi tempi di esposizione
all'azione radicalica. Il segnale, assente peettebdo modificato con il SAM (fig. 3.2 curva
b), aumenta all'aumentare del tempo di esposizall@emiscela radicalica (fig 3.2 curve c e
d), fino quasi a raggiungere il valore della coteedi picco (Ip) dell’elettrodo nudo(fig 3.2
curva a).

Questa metodologia e stata utilizzata da Hilgemeinal.[41], per la determinazione della
capacita antiossidante. | radicali sono stati gehén soluzioni di F& ed HO, ad un pH
ottimale di 4.6, ottenuto con tampone acetatomdtodo citato pud essere utilizzato per la

valutazione della capacita antiossidante di un astgopuro o di una miscela, sulla base della
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abilita di proteggere il SAM dalla degradazione plrte dei ROS. Poiche tale saggio,
risponde all'azione ossidante dei radicali all’gssio, in particolar modo per gli OH-, puo
fornire informazioni a livello biologico piu rilevdi rispetto ad altri saggi quali il DPPH o
ABTS, che sfruttano composti radicalici molto mereattivi e non presenti nel nostro

organismo.

80
60 ~.(a)
10 TN
< 20 .},'// \@\__ jf
=1 . -
= P ) ——
g 0 e e o
Y /T
o] ST~ 7
e x_\ '\\_/./_
. S
=40 - \h./ .
-60
-80 . . .
08 0.4 02 0.0 0.2 04
Potential / V

+/3+ 5

Figura 3.2. Voltammogramma del probe [Ru@f*** in tampone acetato a diversi tempi di esposiziéitie|

Dall’articolo di Hilgemann et al.[41], I'attivita rdiossidante pu0 essere convenientemente
espressa considerando il decadimento esponenabkegnale elettrochimico, normalizzato
al valore §, che € la corrente di picco dell’elettrodo nude (Ag) oppure in termini
logaritmici come (In((1- 14)) (figura 3.3 “a” e “b”). Il processo & controltatia due diverse
costanti cinetiche. L’ attivita antiossidante éutata mediante la seconda costante cinetica.

001 ®
. ki (b)
L
-05 4 I‘!
— 0 i
= -1.0 .
g s ok
i = s ] _2}

V] 5 10 15 20 a5 30 [ 5 10 15 20 25 30

Time / min Time / min

Figura 3.3 “a”’e"b”. Modalita di espressione delupero di corrente dopo attacco radicalico degli @H.
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Nell'articolo di Hilgemann et al.[41], in presenda campioni caratterizzati da una elevata
concentrazione di antiossidanti si riscontrava waggior danneggiamento del film, fattore

non facilmente spiegabile da un punto di vistaiteor

La figura 3.5, tratta dal lavoro di Hilgemann[4iglativa all’'analisi di un estratto naturale,

mostra questo comportamento anomalo: la curva ipaati sperimentali sono indicati da

cerchietti, relativa al campione piu concentratestratto(1000mg/L), & quella caratterizzata

da un grado di danneggiamento maggiore e piu regment

1

1.0 4

0.8 1

- (t1ty)

0.6

-
i
11

0.4

Time / min

Figura3.4.Curve cinetiche di degradazione per tistraturali a diversa concentrazione [41].
(0=1000mg/L; y =200mg/L; ; =100mg/L)

Benche tale approccio di valutazione elettrochindefia capacita antiossidante, abbia dato
risultati anomali e contrastanti e la pubblicaziamen sia stata in grado di giustificarli,

potrebbe comunque essere una via interessanteematita da percorrere, mediante
opportune modifiche ed ottimizzazioni, dal momegte misura la risposta verso specie

radicaliche che sono realmente presenti in sistéranti.

3.2)Variazioni del metodo:scelta del film da depo&re sul WE.

3.2.1)Deposizione di Film Polipirrolico.

Nel laboratorio presso cui € stato svolto il lavdraesi si € cercato di ottimizzare I'approccio
portato avanti da Scholz e Hilgemann.

In una prima fase si e depositato un film polidiom sul WE (figura 3.5). In questo caso,
diversamente da quanto descritto da Scholz peAM $li alchiltioli, si valuta il grado di
sovraossidazione del polimero e la sua conseguihieione di carica associata al processo

di conduzione del film.
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Figura 3.5 Struttura del polipirrolo(sopra) e delipirrolo ossidato(sotto).

Pietro Matteucci

La quantificazione della capacita antiossidanten@iottenuta sottoponendo il film depositato,

all'azione dei radicali OH- generati tramite la tem i radicali determinano una

sovraossidazione del film con conseguente dimimezidella corrente, misurata a diversi

tempi di esposizione tramite voltammetria ciclica.

Si sono condotte prove preliminari registrando Gvhp e dopo I'attacco dei radicali (figura

3.6), con tempo di esposizione di 5 minuti, utdimdo diverse concentrazioni dp® ( 10,
25, 50, 75, 100, 200 e 300mM) (figura 3.7).
Il problema maggiormente riscontrato nell’'uso detAlm polimerico, deriva soprattutto da

una limitata sensibilita, dal momento che la petugle di degradazione del film e piuttosto

limitata e non supera il 25%(figura 3.7). Per qaesbtivo abbiamo valutato un altro tipo di

film da depositare sul WE.

4.0x10” ~

2.0x10°

-2.0x10° 4

-4.0x10°7

bianco
dopoattacco

Figura 3.6. CV in LiCIQ 0.1 M HCIQ, 0.01 M del polipirrolo prima e dopo attacco di ati con la Fenton

([F€*"]=50 mM, [H,0,]=100 mM) .
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Figura3.7. Decremento percentuale della caricpideb caratteristico del polipirrolo vs {B,] utilizzata nella
Fenton con [F&]=50 mM.

3.2.2)Deposizione di Film Polifenolico.

La modifica elettrodica che ha mostrato le carstiehe piu promettenti, si e ottenuta
attraverso la polimerizzazione in ambiente aciddet®lo. Il film ottenuto &€ analogo a quello
gia descritto da Gattrell et al.[42]. L'elettropukrizzazione del fenolo genera un polimero
dove le unita monomeriche sono legate tramite an@gC—C; in questo modo vengono
mantenute intatte quasi tutte le funzionalita adgitie, le quali conferiscono al polimero un
buon grado di reattivita verso specie radicaliclssidanti. Il film che si ottiene sulla
superficie dell’elettrodo, € molto aderente, impeaiile e si ossida molto lentamente all’aria.

Lo schema di reazioni che conducono alla formaza®idilm, e il seguente (figura 3.8):
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Figura 3.8. Schema di reazione per I'elettropolizeazione del fenolo[42].



Tesi di laurea magistrale Pietro Matteucci

La struttura del polimero depositato sull’ eletwo@ stata identificata da Gattrell e
al[42](figura 3.9):

Figura 3.9. Struttura molecolare del polimero feswElettrodepositato[42].
Come si nota, il polimero e molto ramificato e hamenuto, durante la scansione anodica del
potenziale, buona parte dei gruppi ossidrilici @itpnza.
A livello di struttura molecolare mostra una elevanalogia, coi composti polifenolici: una
ampia presenza di gruppiOH in grado di spegnere radicali per cessioneainatli idrogeno
e un denso sistema di elettromi in grado di stabilizzare I'elettrone spaiato per
delocalizzazione sull'anello aromatico. Questo fijplimerico é stato utilizzato con successo
nella determinazione del radicale OH- nel laboratpresso cui é stato svolto questo lavoro
di tesi. Attraverso l'applicazione del modello Ipate [44], € stato possibile valutare, da
prove cronoamperometriche, I'area dell’elettrodopssta e osservare come miscele di Fenton

pil aggressive portino a una maggiore degradaziehlm, come evidenziato dai risultati in
figura 3.11.

¥ =5.64E-04x - 4.40E-02
018 R?=9.91E-01

Area superficiale libera (%)

0.02 /
-
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c(H,0,)

Figura 3.10. Andamento dell’area superficiale lébier funzione della concentrazione di®4.
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4) SCOPO

Lo scopo di questo lavoro di tesi, € quello di mretta punto e perfezionare una metodica
elettrochimica di screening, basata su misure in €A e finalizzata a classificare e
quantificare il valore di AOC per diverse molecetnda di antiossidanti e, possibilmente, per
campioni reali.

Tra gli antiossidanti vitaminici, sono stati invigsti la Vitamina C (o (L)-Acido Ascorbico) e

il Trolox®(molecola ampiamente utilizzata in letteraura caiferimento per esprimere il
parametro AOC) e tra i polifenoli, I'acido gallicd pirogallolo, la (-)-epicatechina e la
quercetina. | dati ottenuti dalle prove elettrocicime, sono stati successivamente confrontati
con quelli ricavati da diversi metodi analitici stkardi ed ufficiali, decritti nel capitolo 2, al

fine di poter trovare una qualche correlazionetrezld del potere antiossidante.
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CAPITOLO 5
PARTE SPERIMENTALE

Vengono di seguito riportate tutte le specifichtatree ai reagenti e alla strumentazione

analitica utilizzata, per la realizzazione delleya sperimentali.

5.1) Reagenti utilizzati.

NOME DITTA PUREZZA O MASSA
PRODUTTRICE TITOLO MOLECOLARE
[g/mol]
Fenolo Carlo Erba 99.5% 94.114
H.0, Sigma Aldrich 30% w/w 34.01
[Ru(NH3)g]Cl3 Sigma Aldrich 98% 309.61
Fe(SQ)*7H.0 Carlo Erba 99.5% 278.05
CH;COOH J.TBaker 99% 60.05
CHsCOONa Carlo Erba 99.5% 136.08
KoHPO, Riedel de Haen 98% 174.18
KH2POy Sigma Aldrich 99.5% 136.09
K3[Fe(CN)] Riedel de Haen 99% 329.25
K4[Fe(CN)]*3H0 Merck 99% 422.41
(L)-Acido Ascorbico Sigma Aldrich 99% 176.12
Trolox® Sigma Aldrich 97% 250.29
Acido Gallico Sigma Aldrich 99% 170.12
Pirogallolo Fluka 98% 126.11
(-)-Epicatechina Sigma Aldrich 90% 290.3
Quercetina Sigma Aldrich 98% 338.26
DPPH Sigma Aldrich 99% 394.32
ABTS Sigma Aldrich 99% 548.68
Reattivo di Folin- Merck / /
Ciocalteu
Sodio Fluoresceinato Fluka 99% 376.28
AAPH Sigma Aldrich 97% 271.20
Nap,CO5*10H,0 Carlo Erba 99.5% 286.14
N&aS,0g Carlo Erba 97% 238.11
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H.SOy J.TBaker 95% 98.08
CHsOH Fluka 99.8% 32.04
KMnOg4 J.TBaker 0.1N 158.04
CHsCl3 Fluka 99% 119.38

Tutte le soluzioni acquose sono state preparateacquna deionizzata per osmosi inversa e

successivamente sottoposte ad una fase di digiiiezn un apparato di vetro.

5.2)Strumentazione

DENOMINAZIONE

SPECIFICHE

CH INSTRUMENTS Electrochemical

WorkStation (Potenziostato)

Modello 660C

E stata utilizzata una comune cella a tre eleit

con:

« WE: Glassy Carbon(diametro=2mn

mod AG CH-9101 Metrohm;
* RE: SCE,mo0d.303/SCG/6J
+ CE: Filo di Pt

POTENZIOMETRO/pH-metro

Mod.338, AMEL INSTRUMENTS
Elettrodi impiegati:

* Indicatore: Filo di Pt
+ Riferimento: SCE, mod.303/SCG/6J

e Elettrodo a vetro combinato, ma
211/SGG/12, AMEL

SPETTROFOTOMETRO UV/VIS

Mod. CARY 1E, VARIAN, Doppiraggio con

detector tubo fotomoltiplicatore

SPETTROFLUORIMETRO

Spettrofluorimetro FLSP 90  Edrogh

Instruments, con lampada allo Xe 450W

BILANCIA ANALITICA

AT21 Comparator, Mettler Toledo
Precisione:$.000001g
Max:22g

BILANCIA ANALITICA

SCALTEC SPB32
Precisione:+0.0001g
Max:120g

LAMPADA A POOL DI Hg

Modello UV 17F(low pressure)talquarz

SPETTROMETRO FT-IR

Modello Spectrum 2000, Perkimé&it

od

),

d
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5.3)Software

Sono stati impiegati i seguenti software per l'asione ed il trattamento dei dati

sperimentali:

. Software CHI fornito con lo strumento CH INSTRUMESTElectrochemical
Workstation;

. Software CARY fornito con lo strumento CARY 1E;

. Software Edimburgh Instruments fornito con lo spéitorimetro FLSP90;

. Origin 7.0, impiegato per I'elaborazione dei grafic

. Microsoft EXCEL.

Quest'ultimo, & stato largamente impiegato sopitattper la costruzione delle rette di
calibrazione con il metodo dei minimi quadratimodo tale da associare ad ogni temine delle
retta (pendenza, intercetta e valore ottenuto deliabile indipendente) i rispettivi valori di
incertezza & % e $[42,43]. Viene riportato di seguito, un esempio @mjlio EXCEL
utilizzato per I'ottenimento della retta di calirane:

£ B T 0 E F g f i ] F
1 Retta di calibrazione del Trolox® con LAG PHASE |n“pun:i 5 | xmedio 0115 | ymedio 12026 |
2
3 | CONCENTRAZIONE TROLOX mM (X]  |LAG PHASE (1) | [y ||:i-:med\uﬂ_[:i-:medm]‘2| (yi-ymedio) |[;i-;medinl‘z|[:i-|medin]‘[;i-;mediu]| yietta | [vi -yretta] |[;i-; Tetta]'2
4
5 0,05 517 0,0025 -0065 | 0004225 | -6856 | 47,004736 0,44564 4,811896552 | 0,35810345 | 0,12813808
& 0,05 691 0,005625 0,04 00016 f 5,116 | 26,173456 0,20464 7,586551724 | 0,67635172 | 045772224
r
7 0l 11,16 0,01 0015 | 0,000225 | -0866 | 0749956 0,01299 103612069 | 07987931 | 0,63807032
& 015 14,93 0,025 0,035 | 0,001225 f 2,904 8433216 0,10164 1551051724 | 0,58051724 | 0,96141406
3 02 21,9 0,04 op8s | ocoras [ 9931 | onemsse 08439 [2145082759] 050017241 025017288
[
i somma dellz clonne
e 0,575 60,13 | oosos] o0 | opwss | o [wmsn|  wess | 013 |3s1a3ms] assseim
)
i
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Figura5.1.Foglio EXCEL per I'ottenimento della eetti taratura e trattazione dei minimi quadrati.

5.4.)Elettrodi modificati con polifenolo.

La preparazione e la caratterizzazione sono aieeson le seguenti modalita.
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Preparazione dell’elettrodo di GC: Prima di effettuare la modifica dell’elettrodo, la

by

superficie e stata pulita meccanicamente, meditage di lappatura su carte abrasive di
granulometria sequenzialmente decrescente (250M0€)4e polvere di allumina (con
diametro medio 0,Qfm) su panno bagnato con acqua. Lo scopo & queltiteinere una
superficie elettrodica lucidata a specchio (misorface), poiche i fenomeni elettrodici sono
fortemente influenzati dallo stato superficiale dedteriale conduttivo. La superficie e stata
caratterizzata con 10 cicli dioltammetria ciclica (figura 5.2) in una soluziobenM di
[Ru(NHs)s]?* in tampone acetato 0.5 M, con velocita di scarssBhmV - & tra 0.1 e -0.7 V.

Queste condizioni vengono chiamate con I'acronirid. C

i A

T T T T 1
0.6 0.4 0.2 0.0 0.2
E vs SCE (V)

Figura5.2.Voltammogramma ciclico di una soluziéneM di [Ru(NHs)s]** in tampone acetato 0.5 M, con
elettrodo GC nudo.

Deposizione del polimero fenolico sull’elettrodoil polimero fenolico e stato sintetizzato

per via potenziostatica (t = 60 s e E = + 1.0 \§,uha soluzione 0.05M di fenolo in,$Oy
1M. Il polimero cosi ottenuto e stato sottoposto ad swmecessiva fase di stabilizzazione
attraverso una programmata di potenziale in CVcftl); E; = + 0.8 V; E=-0.2 V; Bjgh = +
0.8V). Il film é stato poi caratterizzato nelle dirioni CV1. | film che, una volta depositati
sulla superficie elettrodica del WE, presentavamarasferimento di carica residua, sono stati
scartati. La figura 5.3 € un cronoamperogrammarobsetra come la deposizione del film
polifenolico sulla superficie elettrodica del WElodchi completamente il passaggio di

corrente all’elettrodo, rendendo quest’ ultimo #&suk.
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Figura 5.3 Deposizione del film fenolico sull’ekeitio di lavoro per via potenziostatica.

5.5) Caratterizzazione FT-IR del film di polifenola

Per effettuare la caratterizzazione IR del filmifeololico, si sono eseguite 5 deposizioni su
elettrodi di lavoro in carbone vetroso di grandeaasuperficiale (circa 1 Gnrispetto a quelli
normalmente usati negli esperimenti elettrochimigl. termine di ogni deposizione, |l
polimero, veniva solubilizzato con 4 ml di CHCla soluzione contenente il polimero veniva
poi successivamente portata a secco in un viaéntiw gorgogliare in esso un flusso di gas
azoto.

Il residuo veniva ridisciolto in cloroformio (0.2lthe mediante pipetta Pasteur, la soluzione
veniva trasferita su una pasticca di KBr e lascietaporare, in modo tale da filmare
nuovamente. Su questo film veniva registrato kttsp IR in trasformata di Fourier.

In figura 5.4 viene riportato lo spettro IR del ipeéro fenolico.

RO _

75

65 |
%T &0 |
173247
55 |
30 |
232414
45 N
43’5 T T T T T 1
4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0

cin-1

Figura 5.4 Spettro FT-IR del polimero polifenolidepositato sull’elettrodo di lavoro.
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Dallo spettro FT-IR (figura 5.4), si possono indware i seguenti assorbimenti:

. 3500+3600 crit: stretching del legame O-H relativo alla funzidtdabssidrilca del

fenolo. Lo stretching del gruppo idrossilico nedjeettro di Gattrell et al.[42], cade a 3374 cm
1.

. 2924 cm: stretching del legame C-H adiacente ad una funadi@g chinonica; nello
spettro IR ottenuto da Gattrell et al., si notarozlp analoghi che cadono ai numeri d’onda di
2963, 2924 e 2853 ¢

. 1732 cm’: banda diagnostica dovuta allo stretching del negaarbonilico C=0;
questo conferma molto chiaramente come la deposzidel polimero sull’elettrodo,
attraverso una scansione potenziostatica in serstica, abbia ossidato i vari gruppi —OH in

funzionalita chinoniche.

. 1463 cm’: banda relativa allo stretching del legame C=C cadite al sistema
chinonico, nell'articolo di Gattrell (figura 5.53le segnale viene riscontrato a 1445¢m

. 1261 cm': banda relativa allo stretching del legame C=Cagj@mente ai vari sistemi

aromatici degli anelli accoppiati tra loro.

Dallo spettro FT-IR da noi registrato, si nota eota banda relativa allo stretching del
gruppo ossidrilico sia poco intensa. Questo risoltdovrebbe derivare da fatto che il
potenziale anodico applicato per eseguire I'elptionerizzazione provoca l'ossidazione
della maggior parte delle funzionalita —OH.

Ciod trova una ulteriore conferma nella presenzéadenda diagnostica a 1732 tmelativa

appunto allo stretching del legame carbonilico Ce@ne gia osservato.
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Figura 5.5 Spettro FTIR del Polifenolo, ottenutdigerse concentrazioni di fenolo (samplel 50mM%/0
sample 2 500mM a 0.9V, sample 3 200mM a 0.9V, sam@E00mM a 1.2V)[42].

Il polimero cosi elettrodepositato sull’elettroda Gattrell et al., secondo le modalita del
“samplel”(figura 5.5), mostra i seguenti segnagdintificativi:

« 3400 cn* : stretching del legame O-H; la presenza di ur@imolto intenso & una
prova del fatto che la polimerizzazione avvienevalentemente tra i legami C-C,
mantenedo inalterati i gruppi idrossilici, in gradicsvolgere una azione antiossidante;

+ Sopra i 3000 cfft stretching di C-H aromatici;

« 2900+2800 crit: stretching di C-H appartenenti a gruppi chingnici

« 1600 cni": stretching del doppio legame C=C del sistemaatfioo;

e 1400 cm-1: stretching del doppio legame C=C deétsia aromatico;

e 800+900 cm-1: bending fuori dal piano del C-H artiota

In tale spettro (figura 5.5) inoltre, &€ completameeassente il segnale relativo allo stretching
carbonilico; questo e indice del fatto che I'elgtolimerizzazione nel lavoro di Gattrell[42],
e avvenuta senza l'ossidazione dei gruppi osssdrili

Nonostante il film da noi depositato non sia corgieente simile a quello riportato in
letteratura, per il fatto che presenta un gradosdidazione piu spinto e marcato dei gruppi
ossidrilici, € stato comunque in grado di rendeerfgitamente isolante la superficie
dell’elettrodo di lavoro e, allo stesso tempo, thgentare una risposta selettiva nei confronti

della degradazione operata dai radicali OH-.
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5.6) Degradazione del film di polifenolo

5.6.1) Reazione di Fenton

La reazione di Fenton e stata scoperta nel 1894eguito a studi finalizzati a valutare
I'ossidazione dell’acido tartarico, da parte diddin presenza di B&in soluzione .
Il meccanismo piu probabile con cui decorre la i@z € quello teorizzato da Barb et al.[44],

che prevede la formazione del radicale idrossile 3Econdo i seguenti passaggi:

Fe** + H,0, — Fe" + OH- + OH (1)
Fe®* + OH- — Fé" + OH (2)
OH- + H0, — HO, + HO (3)
HO, + Fé" — F€' + HO, (4)
HO, + F&" — Fé + O, (5)

Lo schema sopraindicato & un meccanismo a catecaij il F€* viene rigenerato, svolgendo

un ruolo di catalizzatore.

5.6.2)Fotolisi dell'H,0,.

I meccanismo della reazione di fotolisi dell'acqossigenata, € meglio conosciuto rispetto

alla reazione di Fenton, ed e sotto sinteticameptetato [46]:

H,O, + v — 20H-
OH- + HO, — HO, + HO
HO, <~ H" + O,
HO2: + HO,y — HO; + O
HO,- + Q- — H,0, + O, + OH

La produzione in situ del radicale idrossile, ésstffettuata mediante fotolisi, con lampada a
vapori di Hg a bassa pressione, introdotta alliimtedi un reattore in pirex, dal volume di
120ml (figura 5.7). Lo spettro di emissione, raffigto in figura 5.6, mostra un massimo a
circa 254nm. La concentrazione di®4 é stata fatta variare tra 1 mM e 500 mM e I'eleltro

modificato e stato introdotto in una posizionedigdl’'interno del reattore, per tempi variabili.
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al

Figura5.6 Spettro di emissione della lampada U¥ovi di Hg ( max a 254nm) 18F della Ital Quaraazurro.

.

Figura 5.7 Geometria del reattore in pirex con lad#in quarzo.

5.6.3 ) Prove di bianco e interferenti

Sono stati condotte alcune prove di controllofin polifenolico, che hanno mostrato come
la presenza in soluzione della sola acqua ossigedafEe(ll), Fe(lll) e dell'irraggiamento in
assenza di }D,, non determinano alcuna degradazione del film.

Inoltre sono stati condotti degli esperimenti alefidi dimostrare che il principale radicale a
cui risponde il film polifenolico € il radicale OH-

Il film polifenolico e stato sottoposto anche ati@ne radicalica di alchil perossidi ROO-,
generati per decomposizione termica di una solez@inAAPH 133 mM a 37°C; i risultati
ottenuti dall’attacco dei radicali alchil perossigdisono stati molto confortanti, per il fatto
che, dalle misure voltammetriche eseguite succassnte, € emerso che il grado di

danneggiamento del film e trascurabile. Queste grawstrano quindi come il film
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polifenolico depositato sull’elettrodo, abbia unrtoegrado di selettivita nei confronti
dell’azione degradante dei radicali OH-.

Sono state inoltre effettuate prove di degradazaeidilm polifenolico con una soluzione di
ABTS* 5.00-1¢ M in tampone acetato 50 mM:; tali misure hanno sunds evidenza che
anche I'azione del radicale ABTShon sia in grado di degradare il film.

Il film polifenolico risulta invece essere attaazala forti ossidanti, quali ad esempio lo ione
permanganato e lo ione bicromato che, tuttavia, s@mo presenti nel nostro sistema di

reazione.

5.6.3.1) Generazione del radicale OH- con reaziodeFenton.

La figura 5.8 mostra la variazione del voltamoggraamregistrato in condizioni CV1 per
I'elettrodo nudo, I'elettrodo modificato e I'elatsio modificato che ha subito un attacco da
parte del radicale OH-. La linea verde mostra gnsée registrato sull’elettrodo di glassy

243+ & pen visibile

carbon nudo: il sistema di picchi di corrente delbgppia redox [Ru(NEjg]
e il comportamento € perfettamente reversibilesuperficie e perfettamente conduttrice. La
linea rossa mostra un voltamogramma registratoi sun étlettrodo modificato con il film di
polifenolo, che, essendo isolante, blocca completaen il passaggio di corrente e di
conseguenza non e possibile riscontrare variazignificative di corrente in tutto il range di
potenziale esaminato. Infine il segnale nero ésteggd su un elettrodo gia degradato ad opera
dei radicali OH- e quindi & possibile osservarevanmente il segnale dovuto alla coppia
[RU(NH3)g]?"®". L’entita della degradazione del film polifenalié stata valutata nel seguente

modo:

I

Deg = ——
D,

dove Deg e I'entita della degradaziofg, e la corrente di picco anodico registrata al quint
ciclo con I'elettrodo degradatolg,é la corrente di picco anodica registrata al quiitio

registrata con l'elettrodo nudo.
Per valutare il potere antiossidante risulta pibvemiente riferirsi alla superficie preservata
dal composto antiossidante, espressa con la se&geguazione:

I
Cop=1—- Deg = —#
I,

dove Cop rappresenta la frazione percentuale perégie elettrodica ancora coperta dal

polimero.
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Figura 5.8. Voltammetrie cicliche registrate in taone acetato 0.5 mM contenente la molecola sonda
[RU(NH3)g]?**5 mM, all’elettrodo di GC tal quale, modificato cidpolimero fenolico prima e dopo

esposizione di 5 min ai radicali generati dallazieae di Fenton ([Fé]=0.4 M e [H,0,]=0.4 M).
5.6.3.2) Generazione del radicale OH- con _fotolisiell'acqua

ossigenata.
Sono state eseguite anche prove di degradaziorigndglolifenolico, monitorate tramite CV,
generando i radicali OH- tramite fotolisi a diversmncentrazioni di bD,, al fine di poter

determinare la concentrazione ideale diOk In particolare modo € stata valutata la

degradazione che si € ottenuta con soluzioni01,100, 250 e 500 mM di 4@, per un
tempo di esposizione fisso di 10 minuti alla lamgpada figura 5.9 mostra il grado di

danneggiamento del film fenolico, espresso come &bed libera sull’elettrodo.

60
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Figura 5.9. Area libera dell’elettrodo in funziodella [H,O,].

Si é scelto di operare con una concentrazionegliaaossigenata 10 mM in quanto si ottiene

ancora una buon segnale analitico, collegato &t&f di una quantita di radicali generati
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non estremamente rilevante che risulta essere miopale alla concentrazione diyGb.
Questo permette di apprezzare leffetto antiosseladi composti presenti a basse
concentrazioni in soluzioni di riferimento o in cpioni reali. Inoltre si osserva una minore
formazione di bolle di ossigeno, generate dall’apiamento delle varie forme del radicale
superossido, diversamente protonate, che posafioie la ripetibilita delle misure.

La degradazione del film polifenolico ad operam@elicale OH- generato attraverso la fotolisi
dell’H,0, (10 mM) é stata studiata in funzione del tempo.

L’elettrodo modificato € stato inserito all'interndel reattore di quarzo in modo che
I'irraggiamento fosse il piu ripetibile possibilepiegando 120 ml di una soluzione 10 mM
di H,O,. Al tempo di esposizione t la lampada € statatspdielettrodo & stato estratto dal
reattore e posto nella cella elettrochimica e gnsde del [Ru(NH)s]*" & stato registrato in
voltammetria ciclica nelle condizioni CV1; I'elattto € stato poi reinserito nel reattore, e la
lampada € stata riaccesa per effettuare le praeenpi di esposizione maggiori. Si suppone
che a lampada spenta, durante I'acquisizione dglade, la variazione di concentrazione delle
specie presenti sia trascurabile. La degradaziontinzione del tempo, per la prova del
bianco, eseguita in doppio, in presenza solo gD,Hmostrata in figura 5.10, mette in

evidenza una buona riproducibilita del segnalelldjenerazione dei radicali idrossilici:

Cinetiche di degradazione H,O, 10mM (prova in doppio)

1.0 1 [ ]

—m— 1°Cinetica di degradazione H202 10mM
—e— 2°Cinetica di degradazione H202 10mM
0.8

0.6

1-ifip

0.4

0.2 \

0.0 : . : . : . : . :

Tempo (minuti)

Figura 5.10. Cinetiche di degradazione del filmfeoldlico, ottenute fotolizzando una soluzione ¢b510 mM.
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5.6.4) Determinazione del potere antiossidante deiomposti di

riferimento.

La degradazione del polimero polifenolico & statandotta con fotolisi dell’'acqua ossigenata
([H20,] = 10 mM)in presenza di diverse concentrazioni di antiosgela

Le rette di calibrazione sono state ottenute pottendo il film polimerico per i seguenti
tempi di esposizione all'azione radicalica: 5, 18, 20 ,25, 30, 40, 50 e 60 minuti. La figura

5.11 mostra le cinetiche di degradazione relatiNacado ascorbico:

Cinetica di degradazione Acido Ascorbico

104 & romeom vy
\ —m— Acido Ascorbico 0,15mM
1 \ —e— Acido Ascorbico 0,30mM
bd V. Acido Ascorbico 0,45mM
0.8 \ —v— Acido Ascorbico 0,60mM
L Acido Ascorbico 0,75mM
1 " \ V\v Acido Ascorbico 1,50mM
°
. 0.6 N
o o
= ] n O
— \ AN
[
0.4 - TS
\_ —$
0.2 "
0.0 ——— ¥

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (minuti)

Figura 5.11.Cinetiche di degradazione ottenuterésenza di (L)-acido ascorbico a diverse conagiani.

Considerando i vari metodi analitici proposti intdeatura, la capacita antiossidante puo
essere quantificata attraverso rette di calibragiam cui il valore della variabile dipendente,
da correlare linearmente alla concentrazione dossitlante, puo essere calcolata sulla base

di 3 possibili differenti espressioni:

. Lag Phaseo Lag Time: ovvero il tempo di ritardo con cui I'antiossidantllenta ed

inibisce l'attacco dei radicali idrossilici, agendwlla modalita di “chain breaking” e
permettendo cosi al film polimerico una resistepgaduratura all’esposizione radicalica; la
lag phase continua fino a che I'antiossidante n@taé totalmente “sacrificato”. Una volta

che cido si e verificato, I'entita della degradazodel film cresce notevolmente fino a

raggiungere velocita paragonabili a quelle in copindii di mancata inibizione (figura 5.12).
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Tale parametro quindi, che puo essere visto conaesornta di “tempo di protezione”, puo
essere correlato in modo lineare alla concentrazibantiossidante.

>

Lag phase

— Chain-breaking antioxidant («.-tocopherol)

Retarder antioxidant

wion of substrate

Substrate quantity

Time

Figura 5.12.Concetto e rappresentazione di laggpbdag time [4].

Una possibile limitazione alluso della lag phaseme parametro per ottenere la retta di
calibrazione, € legato al fatto che, gli antiosstdagenti nella modalita di chain breaking,
come la classe dei tocoferoli, hanno elevati vathrlag phase, mentre altri composti che
invece operano come ritardanti, presentano valdagdphase molto ridotti.

Quindi la lag phase € un parametro che molto spegsende dalla modalita con cui
I'antiossidante interviene nell’inibire la specaicalica; nonostante questo la lag phase viene
utilizzata come parametro quantitativo, nel TRARe @ uno dei metodi standardizzati piu
comunemente adottato. Il Trof@xche appartiene alla classe dei tocoferoli, avestddtura
analoga alla vitamina E, presenta ottimi valorladj phase, confermandosi quindi un ottimo
antiossidante nella modalita di chain breaking.

Il calcolo della lag phase, a titolo di esempio [@esoluzione 0.60 mM di acido ascorbico,

viene mostrato in figura 5.13; una volta ottenutquazione della retta, & sufficiente

uguagliare questa ad 1.
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Figura 5.13.Modalita di calcolo del parametro d&iz phase dalla cinetica di degradazione del film

polifenolico.

| valori di lag phase cosi valutati a diverse covi@zioni sono stati utilizzati per costruire

delle rette di taratura. In figura 5.14 e 5.15,cdportate rispettivamente, le rette di taratura

registrate per il TroloXe I

acido ascorbico, utilizzando il parametro [dtwnse.

25
L
20
g —
15
m
P i 10
h n
a 5
S
0
e

Retta di calibrazione con Trolox®

L 4
/ 110-0O n-—727
y— 11U I9X=VU.737
,/’/ R? = 0.987
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentrazione Trolox®[mM]

Figura 5.14. Retta di calibrazione del Trolox® wbail parametro lag phase.
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Retta di calibrazione con (L)-Acido
Ascorbico

35

30 2

25 /
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P i 4 4 y=41.1x+0.18
honos R2=0.98:
a O T T T 1
s 0 0,2 0,4 0,6 0,8
e
Concentrazione (L)-Acido Ascorbico [mM]

Figura5.15. Retta di calibrazione d¢L)-acido ascorbicaisando il parametro lag phe

. Potere inibitore valutato ad un tempo t di 30 minuti si e valutsa la % di inibizione

alla degradazione del film da parte dell’antiosste, utilizzando la seguente formt:

bl Y degradazione, o pianco — Yo Aegradazione ppe;pssigants

0h deﬁyﬂd ﬂziﬂﬂﬁpﬂ; bianco

Le rette di risposta per i composti puri sono statgtruite graficando il P.l. in funzione de

concentrazione di standard.

. Integrale dell'area sottesa dalla_curva di_degradamne: analogamente alla le

phase, I'area sottesa dalla curva di degradaziondice del potere antiossidar maggiore e
I'area,maggiore risulta la proteziolesercitata dallaolecola studiata. L'integralecalcolato
mediante il metodo a trapezi,suddividendo l'area totalen 9 trapezi e sommando
rispettive aree.

Il confrontotra i vari indici AOC dei composti antiossidantiepr in considerazione, \ne
effettuato sullabase delle pendenze delle recalibrazione ottenute grcando l'integrale
ottenuto in funzione diel concentrazior: piu il valore della pendenza risulta essere etg
maggiore sara la capacita antiossidante della misleaddal momento che servira a
concentrazione inferiore per raggiunguna data variazione del segnale strume.

Unavolta trovato il parametro piu funzionale gricavarele rette di calibrazione, per og

composto puro studiato, si calcola I'indice TEACdIDx® Equivalent Antixidant Capacity),
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che si ottiene dal rapporto tra la pendenza detta di calibrazione del composto analizzato e
la pendenza della retta di calibrazione del Tr®Jaompiegato come standard di confronto.

In questo modo, si puo stilare la classifica delpacita antiossidante dei vari composti, in
termini di TroloX® equivalente.

Il concetto di TroloR equivalente, deriva come definizione, dai saggiAGRe ABTS, e
corrisponde alla concentrazione millimolare di sp&uzione di TroloR che presenta la stessa
capacita antiossidante di una soluzione 1.0 mM adehposto puro o della miscela da
analizzare.

Il TEAC si calcola con I'espressione che segue:

m (campione)

TEAC = m(Trolox®)

IN CUi Mcampione) € MTroloxs) SONO rispettivamente le pendenze delle rette tibreaione
ottenute per il campione e il Trol®x
L’incertezza associata al parametro TEAC, indicaia la letterao, viene calcolata con la

seguente equazione di propagazione dell’errore:

o — ’ sTrolox \~2 |  scampione \rp
Errore % ((mTrolox) (mcampione) )

o =TEAC * Errore %

IN CUI Srroloxs € SampioneSONO rispettivamente le incertezze associate ati@gnza m della retta
di calibrazione del Troloke del campione.

In alcuni articoli piu recenti [52], & stato intattb anche il parametro VCEAC, acronimo di
Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity, che pette di classificare il valore della
capacita antiossidante di un campione, esprimendoloe acido ascorbico equivalente,
poiché & un composto piu conosciuto e noto ris@tioolox® che e di origine sintetica.

Il parametro VCEAC, in analogia al TEAC, si ricagdal rapporto tra la pendenza della retta
di calibrazione del composto in esame e la pendeei#la retta di calibrazione dell’acido

ascorbico.

m (campione)

VCEAC =

m(Acido ascorbico)
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5.7) Determinazione del potere antiossidantie con etodi

standardizzati

| risultati del metodo elettrochimico relativi aehd della capacita antiossidante, sono stati
confrontati e correlati con quelli ottenuti da nuthe analitiche standardizzate ed
ampiamente impiegate sia a livello di ricerca chigadlo di controllo qualita.

Vengono di sequito riportate tali metodiche angti@ utilizzate con la rispettiva procedura

operativa.

5.7.1)Saqgqgio ABTS.

La metodica piu ampiamente citata ed impiegatatiedatura per I'applicazione del saggio

ABTS, & quella di Re et al.[31], in cui si genesasbluzione radicalica a base di ABTSn
tampone fosfato a pH 7.4, sfruttando come agensedaste il persolfato di sodio e di

potassio, secondo la seguente reazione:

2 ABTS + SO~ — 2ABTS' + 2SQ”

La soluzione non deve presentare del persolfatecaesso, perche, essendo tale specie un
forte agente ossidante, potrebbe lui stesso reagire I'antiossidante, inficiando cosi
I'accuratezza dell’'analisi. Questa reazione di gariene del composto radicalico € molto
lenta; infatti richiede un periodo di circa 16+18al buio, per arrivare a completezza ed
presentare cosi un valore di assorbanza che bidestal tempo.

Il composto non radicalico, ovvero ABTS-H, si pretsequasi incolore ed é caratterizzato da
una debolissima assorbanza nel visibile, come Gimiare dallo spettro di assorbmento il
suo spettro di assorbimento riportato in figura65télativo al range del Visibile; la figura
mostra infatti un massimo intorno a 380 nm e peoiibre dell’'assorbanza é tendente a zero

per tutto l'intervallo di lunghezze d’onda del randel visibile.
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Spettro ABTS non radicalico 5,00*10"'4M
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Figura 5.16. Spettro di assorbimento del’ABTS madicalico 5.00- 10°M.

Nella sua forma radicalica, tale composto assunzeintensa colorazione blu-verde, con un

coefficiente di estinzione molagealla lunghezza d’onda di 732 nm, intorno a 1.5 hor
L. L-em?[31] (figura 5.17).

SPETTRO DI ASSORBIMENTO ABTS ™
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Figura5.17. Spettro di assorbimento della formacedida ABTS1.5-16M.
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Benché il coefficiente di estinzione molare sia gievato a 400 nm si preferisce condurre il
saggio alla lunghezza d’'onda di 732 nm poiché astaukinghezza d’onda sono minori le
possibili specie interferenti. Tra queste, ci pwssege anche il composto ABTS-H non
radicalico, il quale presenta il massimo di assodrito proprio intorno alla lunghezza d’onda
di 400 nm.

Nonostante il lavoro originale di Re et al.[31]pponga di operare in tampone fosfato pH 7.4
per simulare I'ambiente fisiologico in vivo, e statotato in articoli piu recenti, che a tale
valore di pH il composto radicalico non e moltobdiae nel tempo puo perdere il suo valore
originario di assorbanza, rendendo piu complicataplicazione di tale test. Per tale ragione
si e deciso di lavorare a pH 4.5, ottenuto con tamepacetato, in accordo col lavoro di Ozgen
et al.[47].

Si prepara una soluzione madre di ABTS non radioai.00- 1M, in tampone acetato 50
mM, tramite micropipetta vengono sottratti 500ukdiuzione, aggiungendone poi altrettanti,
di una soluzione 2.5-18M di S,0¢* per permettere una completa ossidazione del campos
radicalico, dal momento che le due specie si trovanrapporto stechiometrico.

Dopo aver aspettato 16+18h per il raggiungimentdadeompletezza della reazione,
mantenendo la soluzione al buio, si misura I'assozh della soluzione, controllando che tale
valore si mantenga stabile nel tempo. La soluzioadre della specie radicalica ABT&osi
ottenuta, € stata diluita, prelevando con pipeaitath 15ml| e portandoli a volume in un
matraccio da 50 ml, con la soluzione 50 mM di tangacetato, in modo tale da avere valori
di A7zonmintorno all’'unita.

Benche l'articolo di Re et al.[31], suggerisca @dinnossidare completamente '’ABTS non
radicalico, e, quindi che di aggiungere il persiifan difetto stechiometrico, si € notato con
prove preliminari, come I'assorbanza della solugidasse piu stabile nel tempo facendo,
ossidare completamente 'ABTS non radicalico.

Tutte le cinetiche sono state condotte in triphanghezza d’onda = 732 nm) , facendo reagire
in cuvetta di quarzo, 2 ml della soluzione 1.5'M10di ABTS™ con 100u! della soluzione di
antiossidante o di campione, per una durata di Z®utm Un esempio della cinetica di
decolorazione del’ABTS, per diverse tipologie di antiossidanti, tratté ldsoro originale di

Re et al.[31], viene indicata in figura 5.18:
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ar — — ——————— ———— e

Ahsorbanss
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Figura 5.18. Esempio dell'andamento della decolorezdel composto ABTSnel tempo, in presenza di

antiossidanti [31].

Il parametro con cui costruire la retta di caliboaz nel saggio ABTS, corrisponde al
decremento dell’assorbanza alla lunghezza d’ond@@2iinm, dopo 20 minuti di reazione.

L’equazione impiegata € la seguente:

A campione (732nm)
A bianco (732nm)

Decremento A 73nm (20 minut)= 1 —

dove:
Acampione(732nmy= assorbanza misurata dopo 20 minuti dalla aggidetacampione o dello

standard, alla lunghezza d’onda di lavoro;

Abianco(zaznm) = assorbanza misurata dopo 20 minuti per la smhgzidi ABTS" , alla

lunghezza d’onda di lavoro di 732 nm.

5.7.2) Saqgqgio DPPH.

Il saggio spettrofotometrico DPPH, e stato svokoomdo le modalita descritte da Brand-

Williams et al[34,35]. Prima di ogni analisi cinedidi campioni o composti antiossidanti, si
realizza una retta di calibrazione con soluziontameliche di DPPH 10, 30, 45, 60 e |9U.

Le prove cinetiche vengono poi effettuate con uolazsone 65uM di DPPH, con Aisnm
intorno a 0.7, ottenuta per diluizione di una smoe madre 0.5 mM.

La retta di calibrazione, permette di monitoraren cil decorrere della reazione, la
concentrazione della specie radicalica residua,odaperla fatta reagire con le specie

antiossidanti o col campione.
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In cuvetta si pongono 3.0 ml della soluzione di BPB5uM e 80 pl della soluzione
dell'antiossidante da investigare, monitorando damento dell’assorbanza alla lunghezza
d’onda del massimo di assorbimenko=516nm), per una durata complessiva di 30 minuti.
Come gia detto nel capitolo 2, il radicale DPPHintinsa colorazione viola, acquistando un
atomo di idrogeno da un composto antiossidantesgpad una colorazione giallo pallida, con
una conseguente forte diminuzione di assorbanadwalbhezza d’onda di lavoro.

La capacita antiossidante viene tradizionalmentgressa come &g (Efficient
Concentration), ovvero la concentrazione effettvantiossidante in grado di determinare un
decremento dell’assorbanza originaria del 50%[34,35

Il parametro EGp, si calcola dalla retta di calibrazione ottenuga b campione o composto
puro, diagrammando il valore % della concentraziomanente di DPPH- (DPPH% rem),
dopo i 30 minuti di reazione, in funzione della centrazione.

Il parametro DPPH% rem, e calcolato nel segueniomo

[DPPH-](t=30minuti)
0 =
#DPPH rem [DPPH-](t=0 minuti)

Y

Ovviamente, piu sono bassi i valori del parameti@soEe piu € efficace la capacita
antiossidante, in quanto serve una quantita midetecomposto per determinare la stessa
diminuzione della concentrazione di DPPH-.

Sanchez—Moreno et al.[49], hanno espresso nelakiwolo di letteratura il parametra:dsg,
ovvero il tempo necessario per raggiungere lo staazionario dell’assorbanza, ad una
concentrazione pari a quella dell&Cda cui poi poter risalire al valore di “Efficiesmz

Antiradicalica” AE, espressa secondo I'equaziortesportata:

1

AE = (EC50+TEC50)

Il valore del Ecsp non € stato da noi calcolato, dal momento che degrsi composti
antiossidanti, caratterizzati da una cinetica dzrene molto lenta, il raggiungimento dello
stato stazionario avviene a tempi di gran lungasag ai 30 minuti [34,35].

Si puo poi calcolare anche il coefficiente stectetmoo n, che corrisponde al numero di
molecole di radicale DPPH-, che vengono ridottepdaie di una singola molecola di

antiossidante, con la seguente equazione:
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N = (Afinale — Ainiziale)/ (Exmax: CO- )

5.7.3)0ORAC
Il saggio ORAC, é stato condotto secondo le spdwfie modalita di esecuzione riportate nel

lavoro di Ou et al.[27], utilizzando la fluorescaioome sorgente del segnale di fluorescenza.

Tutte le soluzioni impiegate sono state realizaatempone fosfato 75 mM al valore del pH
fisiologico 7.4; la soluzione di fluoresceina etatpreparata alla concentrazione di 96 nM e
guella del generatore radicalico AAPH alla concazritne di 133 mM.

Inizialmente si sono registrati lo spettro di eazibne e quello di emissione della soluzione di

Fluoresceina 96 nM in tampone fosfato 75 mM a pH(figura 5.19).

Spettro di ECCITAZIONE/EMISSIONE della FLUORESCEINA
450000

400000 - |

350000 + [

300000 \‘ —— Spettro di emissione FLUORESCEINA
1 —— Spettro di eccitazione FLUORESCEINA

250000 —

200000 +

Conteggi

150000
100000

50000 —

04 -

-50000 +————+—T—"— """ T T T T
- 288 328 368 408 448 488 528 568 608 648 688 728 768 --
Lunghezza d' onda (hm)

Figura5.19. Spettri di eccitazione ed emissiontadkloresceina.

Lo spettro mette in evidenza che il massimo ditaz@ne si verifica a 486 nm ed il massimo
di intensita di radiazione emessa, espressa conueniero di conteggi, si ha a 517nm.

Per tale motivo si e deciso operativamente di aaglitutte le radiazioni provenienti dalla
lampada allo Xe a lunghezza d’onda superiore amfi5eccitare il campione a 486 nm e
registrare lo spettro di emissione della fluoresaeaiel range compreso tra i 500 e 705 nm.
Dopo aver termostatato I'alloggiamento della celiamisura, alla temperatura di 37°C, in
modo tale da permettere la generazione dei radadethil perossidici per decomposizione

termica dellAAPH, si effettuano le seguenti aggaim cuvetta (figura 5.20):
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e 200pl di campione o standard ;
e 1500ul di Fluoresceina 96 nM ;
« 300ul di AAPH 133 mM.

Blank
(Negative AUC, .
Control)
+ Fluorescent + AAPH
Probe (ROO" Initiator)

——— —_——

Antioxidant
(Standard or

Sample) %Qi’@%

AUC

Sample

Integration: Net AUC (ORAC Capacity) = AUC, . — AUC, .

Figura 5.20. Modalita di esecuzione del saggio OR#agto da[51].
Al termine delle varie aggiunte, viene poi a mordato nel tempo il segnale relativo allo

spegnimento o quenching dellintensita di emissidh@rescente, causato dall’attacco
radicalico sulla fluoresceina. Ad ogni minuto, cdiesando un tempo aggiuntivo (dwell time)

di 0,43 minuti tra una misura e l'altra, per | @timento dell’intero spettro di emissione tra
500 e 705 nm, si monitora il segnale di fluoreseemmessa. In figura 5.21, si riportano i vari
spettri di emissione della fluoresceina in presatizerolox® 10 uM nel tempo. Si puo notare

che la presenza dell'antiossidante, per un detetmiperiodo di tempo, mantiene quasi
costante I'emissione di fluorescenza, mentre ddp® € avvenuta la degradazione per la
presenza dei radicali alchilperossidici ROO-, scontra un rapido ed esponenziale

spegnimento/decadimento dell'intensita di radiagiemessa.

500000 - Cinetica con Trolox 10 Micro Molare

——Em11 (Emi

400000

300000

200000

Conteggi

100000

T T T T T
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Figura 5.21. Cinetica di decadimento della Fluogaega 96nM in presenza di TrolbfOMm e AAPH 133mM.

(il segnale dall'altro verso il basso rappresertmsioni successive dalla n°1 fino alla n°35)



Tesi di laurea magistrale Pietro Matteucci
Riportando I'andamento dell'intensita di fluoreszanelativa, valutata alla lunghezza d’onda
a cui si ha il massimo di emissione, in funzioné¢ téenpo, si ottengono delle curve di

decadimento della fluorescenza, riportate in figbu22 e tratte dal lavoro originale di Ou et
al.[27]:
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Figura5.22. Saggio ORAC a diverse concentrazioiiirdiox®, tratto dal lavoro originale di Ou et &i.

Il segnale utilizzato per valutare il potere argidante e l'area sottesa dalla curva (AUC)
calcolato secondo la seguente equazione:

AUC = 1+ f]_/fo + fz/fo + fg/fo +

dove §, fi, fo,fs.....f,, sono i valori di intensita di emissione fluoredeemisurati a diversi
tempi della cinetica.

Dal valore di AUC, si pu0 poi esprimere il valorglindice ORAC, nella seguente modalita:

. AUC campione—AUC bianco molarita Trolox®
Indice ORAC = s - 0 € — x0)
[(AUC Trolox®—-AUC bianco)] (molarita campione)

Il saggio ORAC é stato eseguito per tutti i 5 costpantiossidanti investigati.
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5.7.4) Metodo di Folin-Ciocalteu

Il metodo di Folin-Ciocalteu per la determinaziated contenuto totale dei polifenoli e stato

svolto secondo le modalita e variazioni suggeritglicarticoi di Singleton e Rossi[37,38].

In matracci tarati da 20 ml sono state effettuateelguenti aggiunte nell’ordine sotto indicato:

. 2 ml della soluzionie di standard o campione diluia analizzare;
. 10 ml del reattivo di Folin-Ciocalteu (F-C), dilaitn rapporto 1:10 con 4 distillata;
. soluzione 75g/L di N&Os (pH>11)fino al volume di 20 ml.

Le soluzioni cosi preparate, sono state vigoroséragitate per circa un minuto, aspettando
successivamente un periodo di 2 ore al buio allapezatura di 25°C, affinché possa

decorrere completamente la reazione e I'assorba@aggaunga un valore stabile.

Al termine della reazione tra il reattivo di FolBiecalteu e i vari substrati ossidabili, si

effettua la quantificazione per via spettrofotoneetr lavorando alla lunghezza di lavoro di

765 nm.

Inizialmente e stato eseguito uno spettro di ass@mito del reattivo F-C nel range del

visibile, per vedere che il reattivo F-C non prdsen qualche assorbimento alla lunghezza

d’onda di lavoro:

Spettro di Assorbimento del reattivo di Folin-Ciocalteu diluito 1 :10
3.0
2.5
2.0
1.5

1.0

Assorbanza (UA)

0.54

0.0

-0.5 T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Lunghezza d'onda A (nm)

Figura 5.23.Spettro di assorbimento del reattiv® &Huito 1:10.
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Come si nota dalla figura 5.23, alla lunghezzaagbto (765nm), il reattivo non maifesta
alcuna interferenza, dal momento che presenta lotevdi assorbanza tendente a zero. E’
stata poi costruita una retta di calibrazione igaelo come standard l'acido gallico,
composto che nell’articolo di Singleton viene inga® per esprimere il contenuto totale di
polifenoli, valutato in termini di acido gallico ewyalenti (Gallic Acid Equivalents o GAE), [.

In analogia al parametro TEAC e VCEAC, il valord GAE, si calcola dal rapporto tra il

coefficiente angolare della retta di calibraziorttermuta col campione in esame e quello

ottenuto dalla retta di calibrazione con acidoigall

m (campione)

GAE =

m (acido gallico)

5.7.5)Approccio Potenziometrico.

Le misure potenziometriche sono state eseguitesegiente modo: in un becher sono stati
versati 10 ml di una soluzione 1.00M di Fe(CN)}* e una uguale aliquota di una soluzione
1.00-10*M di Fe(CN)*, entrambe preparate in tampone fosfato 0.1 M & @H

In seguito ad aggiunte di 10QQ di soluzione di antiossidante, si € monitoratpadtenziale

di un elettrodo indicatore, costituito da un filoRt, rispetto a un elettrodo di riferimento al
calomelano saturo. Il potenziale della soluzioneaven seguito alla variazione del rapporto
tra [F€')/[Fe*"], in modo analogo a quando si esegue una titatezio

Quando tutto il ferricianuro, che agisce in qualith agente ossidante, viene ridotto a
ferrocianuro; il viraggio della soluzione dal gakll'inclore, permette anche visivamente di
cogliere il punto finale.

Le curve di della variazione del potenziale deltduzione, in seguito alle aggiunte di
soluzione o miscela antiossidante, sono statergibéte matematicamente in derivata prima e
derivata seconda, al fine di cogliere nel modo pacurato possibile il punto di fine
titolazione (figure 5.24, 5.25 e 5,26).
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Figura5.24.Curva registrata aggiungendo alla soheicontenente gli ioni ferro e ferricianuro alitpioote di
(L)-acido ascorbico 0,01M.
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Figura5.25.Derivata prima della figura 5.24.
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Figura5.26. Derivata seconda della figura 5.24.
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Dal valore del punto finale, si puo poi risalire rmimero di equivalenti di antiossidante
utilizzati per titolare gli ioni ferricianuro prese inizialmente in soluzione; riportando poi la
variazione di potenzialdE (mV) in funzione dei microequivalenti aggiunti domposto
antiossidante, si ottengono delle curve di rispdataui pendenza € un indice per valutare la
capacita antiossidante e stilare una classificpaeimetro AOC.

Un altro parametro utile per classificare i vartiassidanti, € quello riportato dall’autore di
tale pubblicazione [39] sotto il nome di AOA (Ar@dixidant Activity), la cui espressione di

calcolo e indicata nel paragrafo 2.7.

5.8) Determinazione della capacita antiossidante din campione

reale.

5.8.1)Descrizione del campione reale.

Una volta testata la capacita antiossidante degjoiitomposti puri, si € esteso il metodo
elettrochimico all’analisi di un campione realesttito da un succo di frutta a base di purea
di mirtillo, uva rossa e mela, prodotto dalla dittage®, sotto il nome di “Antiossidante
Quotidiano Viola”, nello stabilimento di Barbiano@otignola (Ra).

Il campione reale & stato analizzato anche coi dnedoalitici standardizzati, al fine di
confrontare i parametri TEAC e VCEAC che ne derozan

L’etichetta presente nel contenitore di succo,rtgpte seguenti caratteristiche composizionali
elencate in tabella 5.1; il valore del pH poichén nera disponibile, € stato misurato,

eseguendo 3 ripetizioni, ed e stato espresso coed@antSD:

Parametro Valore
pH 3.21+0,01
Contenuto di Vitamina C 40C[mg /1]
Contenuto di Vitamina E 3C[mg /1]
PoliFenoli Total 80C[mg /1]

Tabella 5.1.Parametri del campione reale analizzato
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5.8.2) Descrizione del trattamento del campione.

Poiché il campione di succo di frutta, si preseatagtto forma di sospensione, esso € stato
filtrato sotto vuoto, mediante tubo di Venturi, ratterso filtro di nylon con pori aventi
diametro medio di 0.48n, in modo tale da ottenere una soluzione trasparen

La fase di filtrazione e stata molto delicata pérzhpresenza di particelle in sospensione puo
inficiare il dato analitico finale, soprattutto pele misure spettrofotometriche e
spettrofluorimetriche, a causav di fenomeni ditscatg della radiazione incidente.

Al termine della filtrazione, il campione di sucdofrutta & stato subito conservato in frigo
sotto atmosfera di azoto, al fine di evitare contexioni e preservare i composti

antiossidanti presenti.

5.8.3) Descrizione del tipo di prove effettuate.

Tutte le tecniche sopracitate (metodo elettrochnABTS, DPPH, ORAC, Metodo di Folin-
Ciocalteu), esclusa quella relativa all'approccmePziometrico, sono state applicate per la
determinazione del parametro AOC , espresso seimpeemini di Trolox® equivalente, per

il campione reale (o in termini di GAE per il metodi Folin-Ciocalteu).

In base ai divesi metodi impiegati per determinatngarametro AOC, sono stati eseguiti
opportuni rapporti di diluizione del campione irgaa distillata.
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CAPITOLO 6
RISULTATI E DISCUSSIONE.

6.1) Metodo elettrochimico.

Vengono di seguito riportate tutte le cineticheddgradazione effettuate e svolte per i 5
antiossidanti, col metodo elettrochimico.
Verra successivamente fatto un confronto tra leo8atita con cui poter esprimere la retta di

calibrazione per ogni composto testato.

6.1.1) Cinetiche di degradazione.

Nelle figure 6.1-6.5 vengono riportate le curveatee alle cinetiche di degradazione dei 5
composti presi in esame, in cui viene graficatondamento della superficie elettrodica
coperta dal polimero (Cop) in funzione del tempcesiposizione alla lampada UV. In ogni
cinetica di degradazione, in presenza di antiossglapossiamo osservare due fasi ben
distinte: una prima fase in cui non si ha degrautazie il valore di Cop rimane costante con
valore di uno. L'effetto di rimozione del radicalH- da parte dei vari antiossidanti &€ cosi
efficace che la concentrazione di radicali OH-Ién¢ate bassa da non poter attaccare il film.
La lunghezza di questa fase dipendera dalla corazone della specie in soluzione e dalla
sua velocita di reazione con i radicali OH-. Infattassenza di antiossidante, non si osserva
nessuna fase di induzione. Nella seconda fasanpaosti antiossidanti sono stati consumati,
di conseguenza la concentrazione dei radicali @Hsoluzione aumenta ed € cos’ possibile
che avvenga la degradazione del film polimerico.gtado di copertura dell’elettrodo
diminuira con andamento di tipo esponenziale.

E possibile notare un certo grado di analogia migiianza con le curve cinetiche di
decadimento del segnale di fluorescenza ottenutsaggio ORAC e TRAP, i metodi piu
adottati per la determinazione della capacita astitante.

Come gia detto nella parte sperimentale, quand@isno a disposizione le curve relative a
cinetiche di degradazione, in letteratura i piu conmetodi di elaborazione del segnale sono:
il tempo di induzione, I'area sottesa dalla curvbpstere inibente.

Vengono riportate di seguito nelle figure 6.1-8e5¢inetiche di degradazione ottenute per i 5

composti antiossidanti investigati.
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Cinetica di degradazione Acido Ascorbico

o —u— Acido Ascorbico 0,15mM
\ —e— Acido Ascorbico 0,30mM

v Acido Ascorbico 0,45mM
—w— Acido Ascorbico 0,60mM

\
\. \
08 \'\
'\ \. Acido Ascorbico 0,75mM

A
N Acido Ascorbico 1,50mM
L

NN

N

0.6

1-(ifip)

0.2

0.0 +— T T T T T T T T 1
0 0 20 3 40 50 60 70 80 90

Tempo (minuti)

Figura 6.1 Cinetica di degradazione (L)-acido dsicar, metodo elettrochimico.

Cinetica di degradazione Trolox
1.054

107 R N —=— Trolox 0,20mM
0.954 \V\

] . —e—Trolox 0,15mM
EZ; X \ Trolox 0,10mM
: ..

080 ~¢ —v— Trolox 0,075mM
’ Trolox 0,05mM

0.754
0.704

1-(ifip)

0.654
0.60+
0.554
0.504
0.454
0.404

T T T T T
0 20 40 60 80

Tempo (minuti)

Figura 6.2 Cinetica di degradazione Trdlprmetodo elettrochimico.

Cinetica di degradazione acido gallico

114
10 444 4—§ 4«
0.9 \
—m— acido gallico 0,15mM
0.8+ —e— acido gallico 0,30mM
acido gallico 0,45mM
074 —v— acido gallico 0,60mM
2 064 —<— acido gallico 1,5mM
~ 05
0.4+
0.3+
0.2+
0.1 T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Tempo degradazione (minuti)

Figura 6.3 Cinetica di degradazione acido gallinetodo elettrochimico.
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Cinetica di degradazione Pirogallolo

114

107 # ’\:\ M e * [ —a— Pirogallolo 0,15 mM

094 \\\ —e— P?rogallolu 0,30 mM

o Pirogallolo 0,45 mM
084 \\ v | —v— Pirogallolol 0,60mM
\ \ Pirogallolo2 0,60 mM
0.7+ \ —<— Pirogallolo 0,75 mM
.
— \
2 o6 \
E’ \\c .\
= 054 AN ~
Ne -
0.4 -
e
034
0.2
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (minuti)

Figura 6.4 Cinetica di degradazione pirogallolotade elettrochimico.

Cinetica di degradazione Epicatechina

104

0.8 \\

—u— Epicatechina 0,075mM

—e— Epicatechina 0,156mM

—v— Epicatechina 0,0225mM
Epicatechina 0,03mM
Epicatechina 0,04mM

% 0.6 " \:\'
& ool \.\.\-x
024 \'\.

0.0

T T T T T T T T T 1
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (minuti)

Figura 6.5 Cinetica di degradazione (-)-epicatezhinetodo elettrochimico.

6.1.2) Rette di calibrazione con integrale.

Viene di seguito indicata la tabella 6.1, che uass i parametri delle rette di calibrazione dei
5 antiossidanti, ottenute utilizzando come paramdirquantificazione I'area sottesa dalla
curva cinetica di degradazione, per un tempo dbv&Egpne massimo alla lampada UV di 40
minuti. | bassi valori dei coefficienti di correlane, in un caso anche inferiori a 0.9, sono
dovuti sia ai pochi punti con cui € stata interpml& curva di degradazione, sia alla scarsa

ripetibilita dei dati dopo la fase di induzione.

Composto m +§ b+s R?
Trolox 110 + 30 2+ 3 0.868
(L)-Acido

, 24 + 2 4+1 0.976
ascorbico
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Acido gallico 26 +2 4+1 0.983

Pirogallolo 25+2 -1,7+0,6 0.992

(-)-Epicatechina 60 + 10 -8 +2 0.929

Tabella 6.1.Parametri caratteristici delle rettealibrazione utilizzando I'area sotto lel

curva..

6.1.3) Rette di calibrazione con potere inibente 3 minuti.

In tabella 6.2 si riportano i dati delle rette dilibrazione per i composti antiossidanti,
espresse in funzione del potere inibente a 30 ndh@sposizione alle radiazioni UV. Anche

in questo caso non si osservano correlazioni ofitima

Composto m s, b+s R?
Trolox 43+1,3 0+0,2 0.848
(L)-Acido

_ 1,7 +0,3 -0,3 0,2 0.930
ascorbico
Acido gallico 1,9 40,5 -0,1 40,2 0.949
Pirogallolo 1,8 40,4 -0,2 40,2 0.979
(-)-Epicatechina 4,2 1,7 -0,6 40,4 0.858

Tabella 6.2 Parametri caratteristici delle retteadibrazione utilizzando il potere inibente ar@huti.

6.1.4 )Rette di calibrazione con Lag phase.

Utilizzando invece la lag phase, sono state oteefeiseguenti rette di calibrazione, riassunte
nella tabella 6.3. E’ possibile osservare che iestjpcaso si ottiene un’ottima correlazione di

linearita, evidenziata da un elevato valore @i R

Composto m s, b+s, R?
Trolox 111 +7 -0,7+0,9 0.987
(L)-Acido 41 +3 0 +1 0.982
ascorbico

Acido gallico 41 +3 2 +1 0.984
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Pirogallolo* 56 +7 -4 +3 0.965
(-)-Epicatechina 94 6 -2+1 0.991

Tabella 6.3 Rette di calibrazione utilizzando g fdase. * durante la prova effettuata si & vaifiacun mancato

funzionamento della lampada che ha portato a datinali

6.1.5) Confronto tra i vari metodi (lag phase, intgrale e potere

inibente.

Dal confronto tra le diverse rette di calibraziateenute per gli antiossidanti testati in termini
di coefficiente di correlazione e di deviazionensiard associata alla pendenza, si puo notare
come il parametro lag phase permetta di ottenerigliori risultati, mentre il potere inibente
quelli peggiori.

Questi risultati sono forse da imputare all’andataefiscontinuo e poco riproducibile delle
cinetiche di degradazione che, probabilmente, soalbo dipendenti dalla morfologia, dallo
spessore e dalla composizione del film polifenotiepositato.

Infatti le ultime prove effettuate ((-)-epicaticlinacido gallico e acido ascorbico) sono
risultate piu soddisfacenti grazie a un incremeatgtha ripetibilita dei film, presumibilmente
dovuto ad una maggiore manualita operativa.

Il fatto che il tempo di induzione risulti essek@arametro piu ripetibile pud essere spiegato
nel seguente modo. L'inizio della degradazione aoprobabilmente affetto dalle variabili
morfologiche del film, ma dipende fortemente daltacentrazione di radicale OH- generato
in soluzione. Per tale motivo la quantificaziond dalore AOC sul campione reale, la
valutazione del trend della capacita antiossidanie correlazioni con gli altri metodi, verra

eseguita esprimendo la variabile dipendente initexrdi tempo di induzione..

6.1.6)Confronto tra i vari antiossidanti.

Una volta ottenute le diverse rette di calibrazipee i vari composti antiossidanti, si sono a
confrontati i vari valori di AOC, al fine di stabi# un trend di capacita antiossidante. Un
confronto preliminare puo essere fatto considerahdalore della lag phase ad un preciso

valore di concentrazione. Ovviamente la capacitibssidante aumenta quanto piu & elevata
la lag phase, a parita di concentrazione.

La figura 6.6, riporta le diverse cinetiche di detazione dei vari antiossidanti, tutti valutati

alla concentrazione di 0.15mM; é stata eseguithenma prova con la quercetina, per la
quale non si é potuto costruire una retta di cafilome, data la scarsa solubilita della

molecola nei mezzi acquosi.
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Confronto tra i vari antiossidanti a 0,15mM
1.04 131
NG
] V§3§o\
0.8 —m— Acido Ascorbico 0,15mM
—e— Quercetina 0,15mM
1 —4— Acido Gallico 0,15mM
—v— Bianco (Polimero Fenolico)
— 0.6 \ Trolox 0,15mM
2 ° —<— Pirogallolo 0,15mM
= \ !
= \ \ — . Epicatechina 0,15mM
— 0.4 Y \4
\.?x\\ ~<
L}
0.2 —¥
\v
o+———r¥—¥——F—777—
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (minuti)

Figura 6.6.Confronto tra le capacita antiossidantencentrazione costante di diverse molecole.
| valori medi delle lag phase sono state calcaddiieverso una prova in triplo, e mostrate in
tabella tabella 6.4:

(L)-Acido Ascorbico 7.2+0.7
Trolox® 11.2+0.9
Acido Gallico 5.0+0.4
Quercetina 10.1.+0.9
Pirogallolo 4.9 +0.5
(-)-Epicatechina 10.0 +0.8

Tabella 6.4.Confronto delle Lag Phase dei divergidgssidanti a 0.15mM.

E’ stato poi successivamente eseguito un confrimatt® varie rette di calibrazione, valutando
come parametro per classificare I'AOC, la pendetedta retta di calibrazione (figura 6.7).
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20 - . . . . .
M retta di calibrazione
35 , y-=41,1x+0,181 Acido Ascorbico
y =93,71x - 2,278 / R%=0,981 ACIDO ASCORBICO o .
30 R2=0.991 EPICATECHINA J | retta di calibrazione
L y = 56,08x - 4,735 Acido Gallico
a — 25 v=110.9%-0.737 R?=0,965 PIROGALLOIO
g " b X retta di calibrazione
i R? = 0,986 TROLOX X

Pirogallolo

20 /
// /./ X retta di calibrazione
15

y = 40,91x - 1,613 Epicatechina
R? = 0,982 ACIDO GALLICO

J 10 // /:/ retta di calibrazione
Z/-// Trolox
> -4

0 T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentrazione (mM)

~ C S

® »w O I U

Figura 6.7.Confronto tra le varie rette di calibome col metodo elettrochimico.

Si puo notare come il Trol@xsia il composto antiossidante piu energico neifrooti del
radicale idrossile; questo risultato potrebbe esspregato considerando che la famiglia dei
tocoferoli presenta elevati valori di lag phase,gumnto inibisce i composti radicalici col
meccanismo del chain breaking, passando attravenso stadio semichinonico ed uno
chinonico.

Utilizzando il Trolo¥* come molecola di riferimento con cui esprimereailore del’AOC, si
confrontano i valori AOC dei vari composti, comeI[bix® equivalente.

Come gia detto nella parte sperimentale, il concettTrolox® equivalente, deriva dai saggi
ORAC e ABTS, e si calcola dal rapporto tra la pendedella retta di calibrazione di un

composto (Mmpiond € la pendenza della retta di calibrazione delok®(Mrroioxe)

m (campione)

TEAC = m(Trolox®)

dove lincertezza associata al parametro TEAC, cemdi cono, viene calcolata con la

seguente equazione di propagazione dell’errore:

o — ’ sTrolox \~2 |  scampione \rp
Errore % ((mTrolox) (mcampione) )

o =TEAC * Errore %
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La classifica della capacita antiossidante, espréasstermini di Trolox equivalente viene

indicata in tabella 6.5:

Composto Antiossidante TEAC

(L)-Acido Ascorbico 0.37+0.04
Acido Gallico 0.36 +0.03
Pirogallolo 0.50 +0.07
(-)-Epicatechina 0.84 +0.08

Tabella 6.5.Valori TEAC per il metodo elettrochimic

6.1.7)Campione reale

L’analisi del’AOC di un campione di succo e statandotta diluendo i campioni secondo i
seguenti rapporti di diluizione: 1:750, 1:1000,30@Q e 1:2000.

Vengono di seguito riportate le curve cinetichaégradazione dei vari campioni(figura6.8),
da cui si € poi potuto ottenere la curva di calitbae, espressa in funzione della lag phase
(figura 6.9 e tabella 6.6).

—m— Campione diluito 1 a 2000

—e— Campione diluito 1 a 1500
Campione diluito 1 a 1000

—v— Campione diluito 1 a 750

Cinetica di degradazione succo di frutta

1.0 TNV

NN\
\ v.
0.8 \ .\\ \\v
n \
0.6 \ \.\ \

I~ \ v
= \,
N
— 0.4 n_ e \
\.
\.\
LN v
0.2 \i
0.0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (minuti)

Figura 6.8.Curve di degradazione ottenute sul cangpieale.
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Retta di risposta Succo di frutta

L 25
a
. 2 y=16.27%-2.32 /
2
m =V.
15 R*=0.992
1
N /
- 10

™ w 9 I T
(6]

O T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Concentrazione Succo di frutta [mL/L]

Figura 6.9. Retta di risposta per il campione remletodo elettrochimico.

Concentrazione Lag Phase [min] | R“=0.992
[mL/L]

0.50 5.61 Pendenza=16.3 + 0.7

0.67 9.21 Intercetta= -2 _+ 1
1 14.23 Sx/y=0.435

1.33 19.36

Tabella 6.6. Dati ottenuti dalla retta di rispodé campione reale.

TEAC = % = 0.146 mmol TroloX equivalenti/mL succo

Dai dati ottenuti si deduce che la soluzione deteui frutta diluita 1000 volte, presenta una
capacita antiossidante equivalente a quella dsoha&ione 0,146mM di Troldk
Dal calcolo della propagazione dell'incertezza, utoval rapporto tra i 2 coefficienti angolari,

I'errore associato all'indice TEAC é risultato:

TEAC = 0.15 +0.01 mmol TroloX® equivalenti/mL succo

Un altro modo largamente adottato per valutareal@acita antiossidante € anche quello di
effettuare 2 o piu misure dello stesso campione, mediante retta di calibrazione del

Trolox® (figura 5.14), risalire alle mmol equivatenontenute in 1 mL di campione.

Per le misure in voltammetria ciclica, si sono esegtre repliche sul campione diluito 1 a

1000. Si calcolano poi le umol di Trofequivalenti col seguente calcolo
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per una soluzione 1MlecdLsozione Si € ottenuto dalla prova in triplo, un valoredieedella
lag phase corrispondente a 14.23 minuti.

Dalla retta di calibrazione del Trol®xvalutata in funzione della lag phase, si rishieatore
della concentrazione Trol®&equivalente, con associato il rispettivo valorendertezza:

0.135+ 0.007 (mmol di TroloX® equivalente / mL soluzione)

Volendo esprimere il valore dell’AOC in termini dimol di TroloX equivalente /mL succga

si ottiene:

(umol di Trolox® equivalenti

)= (mmol di TroloX® equivalente / Lsoluzione) / (ml succo /Lsoluziore)
mLsucco

= 0.135 mmol di Trolok equivalente / mL succo

=135+ 7 ymol di Trolox® equivalente / mL succo.

Allo stesso modo pud essere calcolato il valordidgice VCEAC (Vitamin C Equivalen
Antioxidant Capacity), che esprime il termine AO@e umol di acido ascorbico equivalenti
per mL di succo di frutta.
Dalla retta di calibrazione dell’acido ascorbicalutata in termini di lag phase, si risale| al
valore della concentrazione di acido ascorbicoammaloga capacita antiossidante.
Dalla retta si ottiene:

0.34+ 0.03 mmol di acido ascorbico equivalenti / mL sokione

Che corrisponde al valore VCEAC :

(umol di Acido ascorbico equivalenti

succo )I (3,4+0,3) 1¢ umol di acido ascorbico equivalente / mL succo.

6.2)Confronto della capacita’ antiossidante (AOC) en metodiche

analitiche standardizzate.

In questo paragrafo verrano riportati gli indici AE e VCEAC calcolati dai dati ottenuti

dall’applicazione delle diverse metodiche analgigandardizzate, descritte nel capitolo 2.
6.2.1) Misure col saggio ABTS .

Vengono di seguito riportate le cinetiche (figurd® di decolorazione con metodologia

ABTS seguite per via spettrofotometrica, per il [bx§ ed acido ascorbico che sono i 2
antiossidanti impiegati per effettuare la determioae quantitativa del campione
reale(tabella 6.7 e figura 6.11). Possiamo ossercame tutte le cinetiche avvengano

rapidamente e come si raggiunga istantanementéteap del valore di assorbanza misurata.
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Tutte le cinetiche per le molecole antiossidantidsy sono state effettuate in triplo. E
importante osservare che in questo caso non sitavdéu capacita dell’antiossidante di
proteggere un substrato, ma la quantita di radi®®dS " che reagisce con il nostro
antiossidante; quindi, a parita di concentraziomaggiore € il decremento del segnale e

maggiore € la capacita antiossidante del campione.

Cinetica di decolorazione ABTS'" con Trolox —=— ABTS" bianco
~ —e— Trolox 2,38uM

Trolox 5,95uM
—v— Trolox 11,9uM
Trolox 14,3uM

1.0 Qil7.7.7.7.7.7.7.7.7.7.7. —<— Trolox 19,0uM
No—o—0—0-0-0-0-0-0-0— o o Trolox 23,8uM
’g \ —e—Trolox 28,6uM
=
o I\
Q il
i |y—v—vvvvvvvvy———v———v
S o054 |
« i
= [t ————— <«
a8 \
2
<)
a \
< 999090900009 O @
0.04
T T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo (minuti)

Figura 6.10 Cinetiche di consumo dell’ABTS radicgllés- 16 M) monitorata per via spettrofotometridenax

=732 nm) in presenza di Trol®xa varie concentrazioni.

Concentrazione Decremento % di | R"2=(0.998
TROLOX © Assorbanza (Aznm)

[uM]
2.38 0.110 Pendenza=0.030  + 0.001
5.95 0.215 Intercetta=0.03 + 0.01
11.9 0.372 Sx/y=0.015
14.3 0.460
19.0 0.634
23.8 0.752
28.6 0.892

Tabella 6.7 :Dati della retta di calibrazione debl®x®(saggio ABTS).

99



Retta di calibrazione Trolox® (Saggio ABTS)
1
0,9
2 A o0s y = 0.030x + 0.03 el
’ R2=0.998
C S o7 /
rs o6 )2
e o
0,5
m r 04 /
eb 7
n a 0,3 //
t n 02
0 z 01 /
a 0 T T T T T 1
% 0 5 10 15 20 25 30
Concentrazione Trolox® [UM]

Figura6.11. Retta di calibrazione con Trolox®, sSag§BTS.

Di seguito viene riportata, a titolo di esempioclam la cinetica di decolorazione per I'acido
ascorbico, (Figura 6.12), la rispettiva rettaalilirazione (Figura 6.13) e la tabella 6.8:

Cinetica di decolorazione di ABTS "con Acido Ascorbico
1.00 —m— Acido Ascorbico 2,38uM
0.95 K‘*‘*‘*‘*‘*‘*‘*‘*‘*‘i‘i‘ —e— Acido Ascorbico 5,95uM
0.90 \ — 4 Acido Ascorbico 11,9uM
0.85 ‘ \ —v— Acido Ascorbico 14,3uM
0.80 i\ Acido Ascorbico 19,0uM
0.75 ||6-@-o-0-e0 00 00 ° ° —<— Acido Ascorbico 23,8uM
0.70 Acido Ascorbico 28,6uM

0.65 .
0.60 ¢ — Bianco

0.55 |

0.50 \‘v\V*V/V‘V‘V*V*V*V v v v
0.45 |
0.40 i
0.35 |

732 nm)

—A-A- A A A A A A A A A

Assorbanza (A

‘
0.25 C4 I CC——————— 44—«
0.20
0.15
0.10
0.05 4

T T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo (minuti)

Figura 6.12 Cinetica di decolorazione dell’ Acidedrbico a diverse concentrazioni, per 20 minuti.
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Retta di calibrazione (L)-Acido Ascorbico
(Saggio ABTS)

D
e A 0; o

: =0.029x +0.032
c S 08 Yy ) _
rs . R*=0.999 e
e o 016 /
mr 0'5 e
eb

0,4
n a 0,3 /
t n oo 0/
0 Z 01 /

a O T T T T T 1
% 0 5 10 15 20 25 30
Concentrazione Acido Ascorbico [uM]
Figura 6.13 Retta di calibrazione con Acido Ascoobisaggio ABTS.
Concentrazione Decremento % di | R"2- ).999
ACIDO Assorbanza (Azznm)
ASCORBICO[uM]

2.38 0.101 Pendenza0.0294 + 0.0003

5.95 0.208 Intercetta= 0.032 + 0.005

11.9 0.377 sx/y=0.006

14.3 0.457

19.0 0.593

23.8 0.741

28.6 0.865

Tabella 6.8:Dati della retta di calibrazione délJ{Acido Ascorbico(saggio ABTS).

6.2.2) Confronto della capacita antiossidante devari composti col
saqgqio ABTS.

In figura 6.14 sono riportati i valori di decrente% di assorbanza per i vari antiossidanti in

funzione della concentrazione utilizzate.
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Confronto Antiossidanti (Saggio ABTS)
¥=.0,110x + 0,049 ,¥=0,097x+0,069
b R?=0,998 EPICATECHINA R - 0,997 PIROGALLOLO
0,9 /
e / y = 0,030x + 0,03
c 08 / RZ.= 0,997 TROLOX
A’ /}/ ’ / B Rettadi
r 0,7 calibrazione
e S0 6 /g/ y = 0,087x + 0,085 ® Acido Ascorbico
m. 220,995 ACIDO GALLICO Retta di
e 0,5 calibrazione
n " Acido Gallico
¢ b0,4 X Retta di
Q3 y =0,029x + 0,032 calibrazione
° n ' R%=0,999 ACIDO ASCORBICO Pirogallolo
z0,2 . — Retta di
% a0 1 calibrazione
’ Epicatechina
d 0 T T T T T 1
i 0 5 10 15 20 25 30
Concentrazione (uM)

Figura 6.14 Confronto rette di calibrazione pesaiggio ABTS.

Rapportando le pendenze delle rette ottenute afevalella pendenza del Tro®yossiamo
calcolare il valore di TEAC per i vari antiossidiamn tabella 6.9 sono anche riportati i valori
di TEAC ritrovati in letteratura per una prova dfifiata a pH 4.5[47]. Possiamo osservare
come il pH influenzi in modo decisivo i meccanisntrasferimento dell’atomo di idrogeno e
di conseguenza il parametro AOC.

Indice TEAC da letteraturaf[47]

Composto Antiossidante Indice TEAC calcolato

(L)-Acido ascorbico 0.97 6.03 1.0+40.1
Acido Gallico 2.90 40.05 6.3 10.4
Pirogallolo 3.354#0.04 /
(-)-Epicatechina 3.67 .04 /

Tabella 6.9. Confronto degli indici TEAC per i vanmposti antiossidanti (saggio ABTS).

Dal confronto poi tra gli indici TEAC del metodoeétfochimico in voltammetria ciclica e del
saggio ABTS, si possono riscontare delle forti aalien mentre col saggio ABTS, il Trol&x

e I’Acido Ascorbico hanno un valore di AOC pressdemalogo e tale test non e in grado di
fare una distinzione, nel metodo elettrochimicceite la differenza € molto piu evidente, dal
momento che la retta di calibrazione del Trélgxesenta una pendenza circa 2,68 volte

superiore.
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6.2.3) Metodo ABTS applicato all’analisi del campioe reale.

Per il saggio ABTS il campione reale é stato satstp ai seguenti rapporti di diluizione:
1:500, 1:100, 1:50, 1:25 e 1:17.

In cuvetta sono stati fatti reagire 100dei rispettivi campioni ottenuti per diluizionepn
2mL della soluzione ABTS 1.5-10°M, monitorando per 20 minuti, la cinetica di
decolorazione del composto radicalico, alla lunghezd’'onda di 732nm. Il grafico
dell’andamento dell’assorbanza a 732nm in funzideletempo, per tutti i rispettivi campioni

diluiti & indicato in figura 6.15:

Cinetica di decolorazione ABTS con succo di frutta
1.0+

0.9

08 \'*l—l—l—-—-7l—-—-7l—-7-—-—l—-7.7-7-7.7.

"'.,,,.,,,.”.7.”.47. R —m— concentrazione succo 0.0952 mL/L
07 ®-®—e-e-e-e-e-e-9-e | e concentrazione succo 0.476 mL/L
concentrazione succo 0.952 mL/L
064 —v— concentrazione succo 1.90 mL/L
concentrazione succo 2.80 mL/L

732 nm)

V-
0.5

Ww*
TV V-y-y-.
YV VYV Yyy oy oy
0.4 V-v-v-vy

Assorbanza (A

0.3+

0.2+

T T T T T
0 5 10 15 20
Tempo (minuti)

Figura 6.15.Cinetica di decolorazione ABTS per suticfrutta a diverse concentrazioni.

Dai dati relativi alle diverse diluizioni del sugcsi € costruita la retta di risposta specifica
(figura 6.16 e tabella 6.10) per il campione inmsala cui pendenza viene correlata con

quella della retta di calibrazione del Trofoal fine di valutare I'indice TEAC.
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Retta di risposta Succo di Frutta
(Saggio ABTS)

0,8

0,6 /
0,4 /

N, / y = 0.242x + 0.094
'0 | | | IRz =0.999

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

O~> od®d3 o=~ 0o om0
QNS QT -0 wn >

Concentrazione Succo di Frutta [mL/L]

Figura 6.16. Retta di risposta per il campioneaésaggio ABTS).

Concentrazione Decremento di R"2=(0.999
SUCCO DI Assorbanza (Aszam
FRUTTA
[ML/L]
0.0952 0.116 Pendenza=0.242 + 0.004
0.476 0.212 Intercetta= 0.094 + 0.006
0,952 0.316 sxiy=0.008
1.90 0.563
2.80 0.767

Tabella 6.10. Dati della retta di risposta peminpione reale (saggio ABTS).

L’indice TEAC per il succo di frutta e stato cosianlato:

0,242
0,0300

TEAC = = 8.07 pmol TroloxX equivalente/ mL succo

cio sta ad indicare il fatto che 1 mL di succo Imapoatere antiossidante pari a .67l di
Trolox®.

Valutando I'incertezza sul rapporto dei coefficiearigolari delle 2 rette, si ottiene:

TEAC = 8.1 +0.3 pmol TroloxX® equivalente/ mL succo
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Anche in questo caso la capacita antiossidantata stavata replicando per 3 volte I'analisi
dello stesso campione, poi, mediante retta di @ibne del Trolox® (figura 6.11), si €
risaliti alle pmol equivalenti .

E’ stata condotta in triplo I'analisi del campiod#uito 1 a 25, da cui e risultato come valore
medio di decremento di assorbanza 0.563, che ponte ad una concentrazione di Trolox®
equivalente pari a 17.5 pM.

Si calcolano poi le pmol di Trol@xequivalenté TEAC):

pmol equivalenti di Trolox®= (concentrazione equévde di Trolox)*(volume di reazione)S
=57M * (2,1¥13"%) L= 0.037 pmol

umol di Trolox® equivalenti
AOC, i =(
succodi frutta — \ volume aggiunto

) * 25 * 1000;—LL = 9.25 umol equivalenti di Trol®mL succo

) * (fattore diluizione) = (fattore di conversione) =

_ (0,037p.mol
100uL

Attraverso poi la retta dei minimi quadrati si asaal valore di incertezza relativo al dato

ottenuto:

AOCsyccodifruta = 9.3 +0.9umol di Trolox® equivalente /mL succo di frutta.

Si calcolano poi le pmol di Acido ascorbico equarde(VCEAC):

0,242
0,0290

VCEAC =

= 8.34 Acido ascorbico equivalente

Dalla retta di calibrazione dell’acido ascorbico,psid esprimere il valore di AOC, coi
seguenti calcoli:

umol equivalenti di acido ascorbieb(concentrazione di acido ascorbico equivalente)t(wad di reazione)=

18.0 uM * (2,1*10°%) L= 0.038 pmol

_ (umol diacido ascorbico equivalenti
AOCsuccodi frutta = \

volume aggiumto ) * (fattore diluizione) * (fattore di conversione) =

QL%"LW) * 25 * 1000:1—LL: 9.45umol di acido ascorbico equivalenti /mL succo

Attraverso poi la retta dei minimi quadrati si asaal valore di incertezza relativo al dato

ottenuto:

AOCuccodifrutta = 9 + 1 pumol di acido ascorbico equivalente /mL succo diutta.
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6.3) Saggio DPPH.
6.3.1) Misure del saggio DPPH.

Si e costruita la retta di calibrazione del DPPHylidapettri di assorbimento a diverse

concentrazioni (figura 6.17) in soluzione di mefanada cui si & poi potuto stimare il

coefficiente di estinzione molare alla lunghezzanda di lavorogymax pari a 11823 218

-1 -
(mol™~-L-cm?:
SPETTRO DI ASSORBIMENTO DPPH*
1.0 H Amax=516nm
—— DPPH 10 pM
0.8 4 —— DPPH 30 uM
DPPH 45 uyM
© .
S ——— DPPH 60 pM
8 DPPH 90 uM
(o]
(%]
£ 044
02 -/\
0.0 I ——
T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Lunghezza d'onda (nm)

Figura 6.17.Spettri di assorbimento a diverse cotnagioni di DPPH- .

Si ricava poi la seguente retta di calibrazionestnada in tabella 6.11 e figura 6.18:

Retta di calibrazione Trolox® con DPPH-

1,2
1 A

0,8

o e

04 e y = 11824x

0,2 " R? = 0.999
/

O T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001

3 5 oL, 0

>DP N2 D> ®>IXO0WnVwuw>

Concentrazione DPPH- [M]

Figura 6.18. Retta di calibrazione del Trolox caggio DPPH.
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Successivamente sono state effettuate studiatedaahe di consumo del DPPH- in presenza
di Trolox® a diverse concentrazioni (figura 6.19 ). Possiasgensare come anche in questo
caso si monitori il consumo del radicale DPPH- unzione del tempo e non la capacita
dell'antiossidante di proteggere una molecola tadgtla degradazione, in analogia con la
metodologia ABTS.

Cinetica di decolorazione del DPPH con Trolox

0.75
0.70 ¥
] ﬁ\ . —m—Trolox 1,30*10"6M
0.65] nnm RS RS NEE Y | 5
] | ° 00-0-0000000009000 —e—Trolox 2,60*10"°M
\
= 060 | Trolox 5,20¥10~°M
| '
£ o055 —v— Trolox10,4*10~°M
gosoq | Trolox 15,6¥10°°M
) A s
S 0454 ‘\ YV VYV YV VVVVV-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-V-vy —4Trolox 20,8*10""M
% 0.40 4 |
2 0.35 A
8 4
2 0.30-. <<
0.25
4 4‘ <
0.20 bl EEPRPPRPPPPPPPPPRPPIR
0.15
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0 5 10 15 20 25 30
Tempo (minuti)

Figura6.19 .Cinetica di decolorazione del DPPHvadie concentrazioni di Trol&x
Anche in questo caso maggiore € il grado di deealone, maggiore e la capacita
antiossidante del composto in esame, a parita méesdrazione. In figura 6.20 sono state
riportate le decolorazioni osservate per i vari posti studiati a diverse concentrazione, e le

interpolazioni effettuate.

Confronto Antiossidanti (Saggio DPPH)

y=-0,0345x+ 0,980

1 -
R*= 0,595 TROLOX ¥=-0,0509% + 0,913
09 .\\ ! R?= 0,989 PIROGALLOLO
0.8 -

M Retta di calibrazione Acido Ascorbico

. \ \
\\\\\ .\N Retta di calibrazione Acido Gallico
0,6 \ .

I Retta di calibrazione Epicatechina

0,5 i \ik\ # Refia di calibrazione Trolox
0 < Retta di calibrazione Pirogallolo

T T oo

%
ro A \
& 03
m iy
0.2 N
’ F. AN
y=-0,0871x+ 0,933 \ gl
0.1 R*=10,997 EPICATECHINA i ;
Y= -0,056x + 0,843 ¥=-0,0333x+ 0,928
04 i =0 ACIDO ASCORBICO
a 5 10 15 20 25

Concentrazione (M)

Figura 6.20 Confronto rette di calibrazione pesaijgio DPPH.
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La valutazione della capacita pud essere espatseverso tre diversi parametri: TEAC,
ECso, € il parametro n. Il parametro TEAC e anche iesqo caso € il Troldk Equivalent
Antioxidant Capacity. L'EGp € la concentrazione di antiossidante necessaridgterminare
un calo del 50 % del valore iniziale di assorbahatne il parametro n indica il numero di
funzionalita ossidriliche —OH presenti su di unalecola di antiossidante, e quindi & un
indice stechiometrico per valutare quanti radiB&iPH- un composto e in grado di spegnere.
Viene di seguito riportata la tabella 6.11 coi valti ECs, il coefficiente stechiometrico n
della reazione ed il parametro TEAC. Sono mospraticonfronto gli stessi indici calcolati da
Villano et al.[48]:

Composto Egycalcolato | ECs letteratura) n —OH n —-OH Indice
(10°m) [48] calcolato da letteratura TEAC
(10°M) [48] calcolato
Trolox 13.90 +0.16 14.1 0.0 2292 2.0+0.4 1.00 +0.02
(L)-Acido 12.86 + 0.43 11.80.2 2.3+04 2.3+0.2 0.97 +0.04
ascorbico
Acido gallico 6.39 +0.39 5.1+0.1 5.2+0.5 5.6+0.2 1.55 +0.07
Pirogallolo 8.13 .60 / 4.7 0.6 / 1.47 +10.04
(-)-Epicateching 4.97 ©.18 45+0.2 6.7 6.6 6.6+ 0.7 2.52 +0.09

Tabella 6.11. Dati relativi ai valori Ege n calcolati e tratti dal lavoro di Villano et[4B].

Dalla tabella si pud notare come alcuni composti dui acido gallico, pirogallolo e (-)-
epicatechina, molecole che per il saggio DPPH,ltaea essere dei buoni antiossidanti,
abbiano un valore del coefficiente n piu elevatpetto al numero degli gruppi ossidrilici che
effettivamente presentano.

Secondo il lavoro di Villano et al.[48], il motivdi cio, € dovuto al fatto che la presenza di
funzionalita ossidriliche disposte in posizioneogifavorisca la formazione di legami a ponte
ad idrogeno all'interno della molecola fenolica.g3te interazioni a ponte ad idrogeno sono
energeticamente piu elevate di quelle che la mtdelsa col solvente, stabilizzando cosi la

struttura molecolare.

4.3) Metodo DPPH applicato all’analisi del campioneeale.

Il campione di succo di frutta, € stato sottopaste seguenti diluizioni,1:100, 1:50, 1:25,

1:12,5 e 1:10, in ambiente metanolico.
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In cuvetta sono stati fatti reagire gDdei rispettivi campioni ottenuti per diluizionegn 3 ml
della soluzione DPPH- 3V, monitorando per 30 minuti, la cinetica di decaldone del
composto radicalico, alla lunghezza d’onda di 5456 relativa al massimo di assorbimento.
Il grafico del’andamento dell’assorbanza a 516inrfunzione del tempo, per tutti i rispettivi

campioni diluiti € indicato in figura 6.21:

Cinetica di decolorazione DPPH con succo di frutta
0.754 —m=— concentrazione succo 0.260mL/L
—e— concentrazione succo 0.520mL/L
070 \P‘- concentrazione succo 1.04mL/L
ain B T R RN n . —v— i
0.65 0000 v— concentrazione succo 2.08mL/L
"""""*77——Lff,,.,,,,kiii. concentrazione succo 2.60mL/L
E 0.60
c
©
= 0.55 v
[l v,
< 050 .
g vy,
g 045 V‘w
v
=}
5 040 \'\v\
] Vv
< 0.35
0.30
0.25 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (minuti)

Figura 6.21 Cinetiche di decolorazione DPPH cortgut futta a diverse concentrazioni.

Dalle curve di decolorazione, si ricava poi undareli calibrazione, con cui quantificare il
valore dellAOC col metodo DPPH (figura 6.22):

Retta di risposta succo di frutta (Saggio DPPH)

0,9 L N

D
P 08 \
P
H

0,7 e
0,6
0,5 i
% 04 R

03 - == +0.972
02 R>=0.993
e 01
m O . . . . . .
0 05 Concentrazione $dcco di frutta [mL/L] 25 3
Figura 6.22 Retta di risposta succo per campioale reaggio DPPH.
Concentrazione DPPH % rem R2=0.993
SUCCO DI
FRUTTA
[mL/L]
0.260 0.935 Pendenza=0.21 + 0.01
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0.520 0.861 Intercetta= 0.97 + 0.02

1.04 0.721 sxiy=0.020
2.08 0.524
2.60 0.425

Tabella 6.12. Dati della retta di risposta per cimmg reale, saggio DPPH.

Anche per il saggio DPPH, si puo valutare I'inditEAC per il succo di frutta, mediante

sempre il rapporto tra le pendenze delle rettedeipione e del Troldx

-0.214

= 6.20 TroloX® equivalente
—-0.0345

TEAC =

per cui la soluzione metanolica del succo di frudtgente concentrazione 1mL/L, presenta la
stessa capacita antiossidante di una soluzionggl.20 Trolox®.

Considerando l'incertezza derivante dal rappori@dmefficienti angolari, si ottiene:

TEAC = 6.2 +0.3 Trolox® equivalente

Anche per il saggio DPPH, il parametro AOC é std¢berminato replicando per 3 volte
'analisi di uno stesso campione, poi, attraversordtta di calibrazione del Trol®x si
risalgono alle moli equivalenti.

Dall’analisi effettuata in doppio del campione ditul a 25, é risultato come valore medio di
DPPH% rem 0.721, che corrisponde ad una conceotrazii Trolox® equivalente pari a
7.51 pM.

Si calcolano poi le pmol equivalenti di TroRax

umol Trolox® equivalente= (concentrazione equintdedi Trolox)*(volume di reazione)=
=7.AM * (3.08*107%) L= 0.023 umol di Trolokequivalente

_ (mol equivalenti di Trolox®

(
Aocsuccodi frutta — \

volume aggiunto ) * (fattore diluizione) = (fattore di conversione) =

é’—'féiﬁ—:"”) * 25 * 1000:1—LL= 7.19 umol equivalenti di Trol®mL succo

Attraverso poi la retta dei minimi quadrati si asaal valore di incertezza relativo al dato

ottenuto:

AOCguccodifrutta = 7.2_+0.5 pumoli di Trolox®equivalente/mL succo di frutta.
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Allo stesso modo si puo calcolare I'indice VCEA@] chpporto dei coefficienti angolari:

VCEAC = 6.5 +0.4 umoli di Acido ascorbico equivalente/mL succdi frutta

Dall’analisi effettuata in doppio del campione ditul a 25, é risultato come valore medio di
DPPH% rem 0.721, che corrisponde ad una conceotrazii acido ascorbico equivalente
pari a 6.21 uM.

pmol acido ascorbico equivalente= (concentrazeanevalente di ac.ascorbico)*(volume di reazione)=
=6.21 uM * (3.08*10% L= 0.019 umol di acido ascorbico equivalente

mol di acido ascorbico equivalenti
AOC; =¢ 1

uccodi frutta = ( ) * (fattore diluizione) * (fattore di conversione) =

volume aggiunto

3—'2%2”01) * 25 1000:1—LL: 5.94 pmol equivalenti di acido ascorbico /mL succ

Attraverso poi la retta dei minimi quadrati si asaal valore di incertezza relativo al dato

ottenuto:

AOC syccodi frutta = 5.9 +0.6 umol equivalenti di acido ascorbico/mL succoidrutta.

6.3) Sagqgio ORAC.
6.3.1) Misure del saggio ORAC

Per la costruzione della retta di calibrazione Tallox®, si € lavorato con soluzioni 6.00,
8.00, 10.0, 20.0 e 30yM (figura 6.23). Si pud notare come le curve cinetiche presentino un
andamento con una fase di induzione iniziale sagiéil decadimento di fluorescenza una

volta consumato completamente tutto il Trdlox

Cinetica di decadimento Fluorescenza con Trolox
—=— Bianco
1.0 2 ’ —e— Trolox 6 uM
= ﬁ "!@!\14@¢444<444<<<<<<<<<<<<<4 Trolox 8 M
< \ h \ —v— Trolox 10 uM
S 0.8+ \ \ 4 Trolox 20 pM
g u \ | |—<— Trolox 30uM
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g v \
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; \.\ . v\
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Figura 6.23.Cinetica di decadimento fluorescendaverse concentrazioni di Trolox®.
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Esprimendo il valore di AUC in funzione delle contt@zioni di Trolo¥ effettive in cuvetta,

si ricava la seguente retta di calibrazione (figbr24) coi rispettivi dati indicati in tabella
6.13:

Retta di calibrazione Trolox® (Saggio ORAC)
25
20 y=1.25x-5.01
N R2=0.994 _~
e
t 10
A 5 /
U 0 T T T T 1
C
0 5 10 15 20 25
Concentrazione Trolox® [uM]

Figura 6.24. Retta di calibrazione ottenuta coll@xpottenuta col saggio ORAC.

Concentrazione Net AUC R™2=0.994
TROLOX @
(uM]
6.0 3.09 Pendenzad.25 + 0.02
8.0 4,96 Intercetta= -5 + 0
10.0 7.68 sxy=0.316
20.0 20.2

Tabella 613 Dati per la retta dei minimi quadrati per il Trafg saggio ORAC

Analogamente per I'acido ascorbico e stata ottenntaretta di calibrazione con pendenza
(0.53 £ 0.02) e intercetta di (-1.1 £ 0.5).
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6.3.3) Confronto della capacita antiossidante devari composti col
saggio ORAC.

In figura 6.25 vengono mostrate le diverse rettealibrazione ottenute per i 5 composti

antiossidanti studiati.

Confronto Antiossidanti (Saggio ORAC)

30
y=1,30x-1,30
75 R2=0,995 ACIDO GALLICO
y=3,42x + 5,54 y =1,31x - 3,00 B Retta di calibrazione
R2 = 0,998 EPICATECHINA /F{: 0,995 PIROGALLOLO Acido Ascorbico

N 20 - .
e Retta di calibrazione
t Acido Gallico

15 = 1 25x - 5,01 Retta di calibrazione
A 2'= 0,998 TROLOX Pirogallolo

10 T .

c K—Retta di calibrazione
Epicatechina
5 y=0,53x-1,12 Retta di calibrazione
v 2= 0,995 ACIDO ASCORBICO Trolox

O T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentrazione (uM)

X

c

L 4

Figura 6.25. Rette di calibrazione per i vari asgidanti, saggio ORAC.

Dalle rette di taratura riportate in figura e stptussibile calcolare I'indice TEAC per i vari

antiossidanti (tabella 6.14):

Composto Antiossidante Indice TEAC calcolato
(L)-Acido ascorbico 0.42 .02
Acido Gallico 1.04 40.05
Pirogallolo 1.05 40.06
(-)-Epicatechina 2.74 ©.08

Tabella 6.14. Confronto degli indici TEAC per i vaomposti antiossidanti (saggio ORAC).
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Dai dati in tabella 6.14 emerge una forte analogila capacita antiossidante tra Trdlpx

acido gallico e pirogallolo, mentre la (-)-epicdig@ risulta essere il composto piu efficiente
nella rimozione di radicali alchil perossidici RQO-

6.3.4) Metodo ORAC applicato all’analisi di un campne reale di

un succo di frutta.

Per il saggio ORAC, il campione di succo di frutka introdurre in cuvetta, € stato diluito
secondo i rapporti 1:1000, 1:500, 1:133 e 1:100.
La cinetica di decadimento della fluorescenza gecampioni diluiti, viene riportata in figura

6.26, a cui segue tabella 6.15 coi rispettivi datla retta di risposta.

Cinetica di decadimento Fluorescenza con succo di frutta
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L]

0.44

02 .\ . s
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Figura 6.26. Cinetica di decadimento Fluorescemzapcco di frutta a diverse diluizioni.

Concentrazione Net AUC R?=0.994
SUCCO DI
FRUTTA
(mL/L]
0.100 1.88 Pendenzad9 + 1
0.200 5.20 Intercetta= 0.7 + 0.6
0.750 14.8 sxy=0.741
1.00 19.2

Tabella 6.15 Dati salienti per la retta dei mingaadrati per il succo di frutta, saggio ORAC
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Sempre dal rapporto tra le pendenze della curcalibrazione del succo di frutta e quella del

Trolox®, é possibile ricavare il valore dell'indice TEAC:

18.6

TEAC = - = 14.9 equivalenti di Troldk

da cui si evince che la soluzione di succo dilu& rapporto 1mL/L, secondo il saggio
ORAC, presenta la stessa capacita antiossidanteadsoluzione 14¢8M di Trolox®.

Considerando poi l'incertezza derivante dal rapgpdei 2 coefficienti angolari, si ottiene:

TEAC = 14.9 +0.8 di Trolox® equivalenti

Il campione diluito nel rapporto 1:133, e stato lazato in triplo, da cui e risultato come
valore medio di Net AUC 14.8, che corrisponde ad concentrazione di Troléxequivalente
pari a 15.uM.

Si calcolano poi le pmol equivalenti di Trolox® utdte per mL di succo:

pmol equivalenti di Trolox®= (concentrazione equévde di Trolox)*(volume di reazione)S
=1I%M * (2.00%16°3) L= 0.031 umol

_ (mol equivalenti di Trolox®

Aocsuccodi frutta — \

volume aggiunto ) * (fattore diluizione) = (fattore di conversione) =

_ (0.031umol
200puL

) * 133 * 1000:1—LL: 20.8 pmol equivalenti di Trol®¥mL succo

Attraverso poi la retta dei minimi quadrati si asaal valore di incertezza relativo al dato

ottenuto:

AOCsyccodi frutta= 21 +2 pmol equivalenti di Trold¥mL succo di frutta.

Analogamente per I'indice VCEAC si ottiene:

VCEAC = 35 +2 di Acido ascorbico equivalenti

Dal campione analizzato in triplo, il cui valore di@di Net AUC delle 3 misure € 14.8, si

ottiene una concentrazione acido ascorbico equitalgari a 29.8uM.

pmol equivalenti di Acido Ascorbico®= (concentramoequivalente di acido ascorbico)*(volume di reae)=
=8uUM * (2.00¥10"%) L= 0.060 umol

mol equivalenti di acido ascorbico o . .
AOC,ccodi frutta = (u d ) * (fattore diluizione) * (fattore di conversione) =

volume aggiunto
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(0.060umol
200uL

) * 133 * 1000:1—LL = 39.6 umol equivalenti di acido ascorbico/mL succo

AOCsyccodi frutta= 40 +4 umol equivalenti di ascorbico/mL succo di frutta

6.4) Metodo di Folin-Ciocalteu.

bY

La retta di calibrazione con lacido gallico e atabttenuta lavorando alle seguenti
concentrazioni effettive: 1, 2, 4, 6, 8 e 10 mgdttenute per diluizione di una soluzione
madre 1000mg/L; in figura 6.27 vengono riportati gpettri di assorbimento alle varie

concentrazioni, da cui ricavare la retta di calimae figura 6.28 e tabella 6.16):

Metodo di Folin -Ciocalteu per la retta con acido gallico —— Acido Gallico 1mg/L
12— — Acido Gallico 2mg/L
Acido Gallico 4mg/L
o — —— Acido Gallico 6mg/L
1.04 7 N Acido Gallico 8mg/L
e —— Acido Gallico 10mg/L

0.8

0.6

Assorbanza (UA)

0.4+

0.2

0.0

T T T T T
400 500 600 700 800
Lunghezza d'onda (nm)

Figura 6.27. Spettri di assorbimento del reattiv® & diverse concentrazioni di acido gallico.

Retta di calibrazione Acido Gallico
(Metodo di Folin-Ciocalteu)

1,200

1,000 Pd

: 0,800 /

A

S

S

o 6

r 0 0,600 /

b 0.400 v y =0.1074 + 0.009
an ! 2 _

o 200 ‘/‘/ R? =0.999

z 0,000 : : .
a 0 5 10 15

Concentrazione Acido Gallico (mg/L)

Figura 6.28. Retta di calibrazione con acido gajlimetodo di Folin Ciocalteu.
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Concentrazione Assorbanza (Aeonm) | R°= 0.999
ACIDO GALLICO
[mg/L]

1.00 0.110 Pendenza= 0.107 _+0.001
2.00 0.220 Intercetta= 0.009 _+ 0.008
4.00 0.447 Sx/y= 0.011

6.00 0.668

8.00 0.859

10.0 1.08

Tabella:6.16 dati della retta di calibrazione @alitdo gallico, metodo di Folin Ciocalteu.

La classificazione della capacita antiossidantevedai composti fenolici investigati, espressa
come GAE, viene ricavata dal rapporto tra la pemdedella retta di calibrazione del
composto e la pendenza della retta di calibrazaeléacido gallico, usato appunto come
molecola di riferimento.

Gli indici GAE per i composti studiati, vengonoaipati in tabella 6.17

Composto Indice GAE
Acido Gallico 1.00.+0,01
Pirogallolo 1.27 40,05
(-)-Epicatechina 1.17 +0,05

Tabella 6.17 indice GAE dei composti investigati.

Dopo l'ottenimento della retta di calibrazione @mdo gallico, é stato analizzato il campione
di succo di frutta, lavorando coi seguenti rappdrtdiluizione: 1:200, 1:100, 1:50, 1:25 e
1:10 (figura6.29)
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Retta di calibrazione succo di frutta (Metodo di

Folin-Ciocalteu)

A 1,400
s 10 | Y¥=0.117 +0.031
* T oo R2 =0 909 /
o6 L N U.JII
r 0 0,800
b
0,600
: :1 0,400 //
z 0,200 ‘/‘/
a 0,000 T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12
Concentrazione succo di frutta (mL/L)
Figura 6.29 Retta di calibrazione acido gallicaygga Folin Ciocalteu.
Concentrazione Assorbanza (Asonm) | R"2= 0.999
SUCCO DI
FRUTTA
[ML/L]
0.50 0.0729 Pendenza=0.117 + 0.002
1 0.143 Intercetta= 0.03 + 0.01
2 0.278 Sx/y=0.017
4 0.515
10 1.19

Tabella 6.18 indice GAE dei composti investigati

Dal rapporto tra le pendenza delle rette di catiior@e del succo di frutta e dell’acido gallico,

si valuta poi il valore dell’indice GAE:

GAE = 0.117 _ 1.09
- 0.107

Da cui si evince che il campione di succo di fruttaconcentrazione 1mL/L, presenta una

concentrazione di polifenoli totali pari a 1,09 ingl acido gallico equivalente.

Considerando la propagazione dell'incertezza, doautapporto tra la pendenze, si ha:
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GAE=1.1+0.1

Sono state eseguite poi 3 ripetizioni della comeaimne 1mL/L di succo di frutta, da cui si &
ricavato il valore medio di 0,95mg/mL di acido gadl equivalente (950 mg/L); attraverso la

retta dei minimi quadrati, al valore medio puo essessociata I'incertezza :

GAE =1.0 + 0.1 mg/mL

Il valore calcolato, si discosta di molto da quehdicato nell’etichetta del succo di frutta;
molto probabilmente, il motivo é legato al fattcedhreattivo di Folin-Ciocalteu, ossida oltre
ai composti polifenolici, anche la vitamina C, l@awmina E ed il glucosio, comportando un

forte errore sistematico in eccesso.

6.5) Approccio Potenziometrico.

L’'approccio potenziometrico, consiste nel titolanea soluzione contenente quantita note
della coppia redox ferricianuro/ferrocianuro, caygiante di volumi noti di una soluzione
standard di antiossidante.

Il punto finale della titolazione, in cui tuttofe(CN)> & completamente ridotto a Fe(GR)
viene valutato effettuando la derivata prima e sdacdella curva di titolazione, per ricavare
rispettivamente il punto di massimo e di flessol ato finale della titolazione si determina
poi il numero dipequivalenti di antiossidante necessari a titolarEe{CN)*>. Anche in
guesto caso sono state costruite delle rette plbsta graficando AE in funzione delle moli
di antiossidanti aggiunte, e il valore di TEAC atstcalcolato sempre tramite il rapporto tra
la pendenza della retta del composto di interesagoendenza della retta del Trofoftabella
6.19).

Per I'acido ascorbico, si € ottenuta la seguerita d& risposta:
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Acido ASCORBICO metodo
potenziometrico
140
1o Y =13.09x +7.49 .
100 R2 = () Q7q
80 *
AE[MV] %
40 A
‘/
20
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10
K equivalenti aggiunti

Figura 6.30 Retta di calibrazione (L)-Acido ascodhi

Diagrammando poi tutte le rette di calibrazione [geb molecole esaminate, si ottiene il
seguente grafico, da cui poi ricavare gli indiciAE e stilare una classifica della capacita

antiossidante.

Confronto Antiossidanti (Metodo

250 ~
y = 24,66x - 29,33

R2=0,978 EPICATECHINA

200
y = 23,5x - 22,33
R2=0,979 PIROGALLOLO
150 \ —/’I’G'(\Rv - 12,6

A
E P4
/%5 AGIDO GALLICO
m 100
v y =13,17x + 4,25

R2=0,979 TROLOX
50

y =13,09x + 7,49
R2=0,973 ACIDO ASCORBICO
0 T T T T 1

0 2 mflcro equivale?nti 8 10

Figura 6.31 Confronto antiossidanti col metodo Roimetrica.

Gli indici TEAC, vengono riportati, con appositaartezza, nella tabella che segue:
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Composto Indice TEAC
Trolox® 1.0+0.1
(L)-Acido Ascorbico 1.040.1
Acido Gallico 1.4+ 0.2
Pirogallolo 1.8 +0.3
(-)-Epicatechina 1.9+0.3

Tabella 6.19 indice TEAC dei composti investigag(odo potenziometrico).

Anche il metodo potenziometrico di Brainina et 8l[3come il saggio ABTS e DPPH, non &
in grado di discriminare la capacita antiossidargelrolox® ed acido ascorbico, che risultano
essere pressoche analoghi.

In questo caso le specie di natura fenolica, aswltessere quelle piu facilmente ossidabili dal
composto Fe(CNY, e quindi quelle con piu elevata capacita antitzsie.

Come anche per molti degli altri saggi precedenteenalescritti, la (-)-epicatechina, si

dimostra essere un composto antiossidante estrem@i@ciente.
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CAPITOLO 7

RISULTATI E DISCUSSIONE.

CONFRONTO TRA LE VARIE METODOLOGIE PER LA
DETERMINAZIONE DELLA CAPACITA’ ANTIOSSIDANTE.

Il parametro TEAC, valutato con le diverse metodiehalitiche, non & un valore univoco, ma
e dipendente dal tipo di radicale impiegato e daltecedura utilizzata per valutare la capacita
antiossidante. Considerando queste differenze, uatatazione esauriente della capacita
antiossidante su uno stesso campione reale, rmt@bbde la determinazione dell'indice
TEAC con diverse metodologie [11]. Per comprendeeglio le potenzialita del metodo
messo a punto, € stata effettuata una comparadigingostri risultati con quelli ottenuti per
gli antiossidanti testati con le metodologie soptate, sulla base dell'indice TEAC.

Il confronto tra i due metodi & stato eseguito taido i coefficienti R relativi alle rette di
correlazione ottenute col metodo dei minimi quadEgdi].

Lo scopo di questo confronto e quello di cercavalatare quale dei metodi standardizzati ed
ampiamente utilizzati, si avvicina di piu al metagettrochimico proposto in questo lavoro di
tesi. Successivamente, il confronto dei vari indigAC per i vari metodi sperimentati, e stato
esteso anche al campione reale di succo di frutta.

7.1)Confronto indici TEAC tra ABTS e metodo elettrachimico.

Dal confronto tra gli indici TEAC tra il saggio ABSTed il metodo elettrochimico emerge un

grado di correlazione molto limitato, testimoniaal valore di R=0.415 in tabella 7.1.

Composto Metodo ABTS
Elettrochimico
(L)-Acido 0.37+0.04 0.97 40.03
ascorbico
Acido gallico 0.36 +0.03 2.90 #0.05
Pirogallolo 0.50 +0.07 3.35 140.04
(-)-Epicatechina| 0.84+0.08 3.6740.04
R® 0.415

Tabella 7.1 Confronto indici TEAC tra metodo elettnimico e ABTS.
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Il motivo di questo comportamento, deriva dallaedsa natura dei radicali utilizzati nelle due
diverse metodologie. Nella nostra metodologiaz#iimo il radicale OH, fortemente reattivo
e generabile solamente in loco, mentre 'ABTS raldi@ stabile anche in soluzione acquosa,
I'elettrone spaiato € centrato sull’azoto e presemba reattivita molto minore. Quindi i
composti indagati presentano una reattivita corapiente diversa nei due diversi saggi: nei
confronti del radicale OH- il Trol&xagisce da chain breaking evolvendo ad una stauttur
chinonica con rottura di anello, mentre col racicABTS" il meccanismo che avviene & di
semplice cessione di un atomo di idrogeno. Unaatmomalia si riscontra nel comportamento
dei 3 composti fenolici, in quanto il saggio ABT®n € in grado di discriminarne la loro
capacita antiossidante che risulta essere pressoeth@éga e di gran lunga superiore rispetto ai
composti vitaminici. Per tutte queste differenzxontrate, il saggio ABTS, non puo essere

correlato col metodo elettrochimico proposto.
7.2)Confronto indici TEAC tra DPPH e metodo elettrahimico.

Il confronto tra gli indici TEAC del metodo elettrleimico e del DPPH vengono riportati in
tabella 7.2:

Composto Metodo DPPH
Elettrochimico
(L)-Acido 0.37+0.04 0.97 40.04
ascorbico
Acido gallico 0.36_+0.03 1.55 #0.07
Pirogallolo 0.50+0.07 1.47 40.04
(-)-Epicatechina| 0.84 +0.08 2.52 40.09
R° 0.840

Tabella 7.2 Confronto indici TEAC tra metodo elettnimico e DPPH.
La tabella 7.2 mostra un buon grado di correlaziomeare (R = 0.84) tra gli indici TEAC
delle due tecniche in questione, per quel che radpuacomposti puri esaminati.
Il grado di correlazione lineare e piu pronunciaigpetto alla metodologia ABTS ed i
possibili motivi di questa analogia nel confronta gjli indici TEAC, potrebbero derivare dal
fatto che il radicale DPPH- sia dotato di una reitdt abbastanza sostenuta e di gran lunga
superiore rispetto a quella del’ABTS
Per quel che riguarda i confronti coi composti purDPPH come metodolgia, puo essere

relazionata col metodo elettrochimico proposto.
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7.3)Confronto indici TEAC tra ORAC e metodo elettrachimico.

Il confronto tra gli indici TEAC del metodo ORAC @ quello elettrochimico proposto, é

indicato in tabella 7.3.

Composto Metodo ORAC
Elettrochimico
(L)-Acido 0.37+0.04 0.42 #.02
ascorbico
Acido gallico 0.36_+0.03 1.04 + 0.05

Pirogallolo 0.50_+0.07 1.05 + 0.06

(-)-Epicatechina| 0.84 +0.08 2.74 + 0.08

R® 0.910

Tabelle 7.3 Confronto indici TEAC tra metodo il tlechimico ed il saggio ORAC.

La metodologia ORAC presenta la miglior correlagiaon il nostro metodo elettrochimico,
indicata da un R= 0.91. Probabilmente questa forte analogia detal®m procedura analoga
con la quale viene valutata la capacita da partsmdispecie antiossidante, cioé la capacita di
proteggere dall’azione ossidante radicalica uniqudre substrato: nel caso del metodo
elettrochimico il film polifenolico, per 'ORAC lafluoresceina. Un’altra analogia puo
riguardare la tipologia di radicali adottati, emttai rientrano nella categoria dei ROS, ed
entrambi sono accumunati dal fatto di presentasealgvata reattivita ed un chimismo simile.

7.4)Confronto indici TEAC tra metodo potenziometricdo e metodo

elettrochimico.

Viene riportato il confronto tra gli indici TEAC peal metodo elettrochimico e quello
potenziometrico (tabella 7.4). | valori di TEAC utti con i due diversi metodi non

presentano una buona correlazione, come indicatm d& pari a 0.543.
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Composto Metodo Metodo
Elettrochimico | Potenziometrico

(L)-Acido 0.37+0.04 1.040.1
ascorbico

Acido gallico 0.36_+0.03 1.4+ 0.2

Pirogallolo 0.50+0.07 1.8 0.3

(-)-Epicatechina| 0.84+0.08 1.9+0.3

R® 0.543

Pietro Matteucci

Tabella 7.4 Confronto indice TEAC tra metodo etethimico e potenziometrico.

Si puo notare come il grado di correlazione linesieemolto limitato, anche in questo caso
uno dei possibili motivi con cui spiegare la maacabrrelazione, deriva dalle enormi
diversita delle 2 metodologie: in una, la degradiaei avviene ad opera del radicale
idrossilico, nell’altra non si ha alcuna generaeiah radicali in situ, ma la sola specie
ossidante & Fe(Chf), per cui la capacita antiossidante non & vistaectantapacita di inibire

o spegnere dei radicali, quanto il fatto di sajrhurre il Fe(CN)* a Fe(CNy>.

7.4)Confronto indici TEAC e VCEAC per il campione reale.

E stato poi eseguito un confronto tra gli indiciAE e VCEAC (vitamina C equivalente),
ricavati con il metodo elettrochimico e i saggi ABTDPPH e ORAC su un campione reale,
costituito da un succo di frutta.

Per il confronto si € calcolato anche l'indice VOEAperché esso presenta un maggiore
interesse commerciale. | due indici, espressi tisfenente come pumol di Trol6xacido

ascorbico equivalente per millilitro di succo, senostrati in figura 7.1
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Confronto TEAC e VCEAC sul campione reale

450

400 T
350

O > m -

300

250

o

200 mTEAC
150 m VCEAC

100 -

50
o - : e : .-—\

Metodo Saggio ABTS Saggio DPPH Saggio ORAC
Elettrochimico

O >moOo <

Figura 7.1 Confronto tra gli indici TEAC e VCEAC di un succofdutta, valutati con il metodo elettrochimico,
'ORAC, I'ABTS e DPPH.

Dalla figura 7.1 si nota che per I'analisi del caome reale, solamente il saggio ABTS e |l
saggio DPPH presentano valori paragonabili, prdbvednite a causa delle forti analogie tra i
due radicali utilizzati. | valori di TEAC e VCEAQalizzati con il nostro metodo sono i piu
elevati, mentre i valori registrati con metodo OR#@ho intermedi.

Possiamo osservare, inoltre, come il valore didediEAC ricavato dai vari metodi sia legato
alla reattivita del radicale utilizzato nel saggmaggiore € la reattivita del radicale, maggiore
e I'indice TEAC calcolato. Il radicale OH- utilizzanel nostro metodo riesce a reagire con un
numero elevato di molecole e quindi attacchera @mamponenti presenti nel succo di frutta
non propriamente definiti come antiossidanti, inn@do dara origine a un valore di TEAC
superiore agli altri. Analogamente il radicale dlgherossile, utilizzato nellORAC, é piu
reattivo rispetto ai radicali DPPH e ABTS, e quimdagisce con un maggior numero di
composti presenti nel campione reale rispetto dicali allazoto, sopra descritti. La
problematica associata alla presenza di sostaattves oltre agli antiossidanti, in campioni
complessi e stata riscontrata in altre metodolaghe cercano di valutare la capacita
antiossidante nei confronti del radicale OH-. SdcoHilgemann et al. e Ou et al. non & piu
possibile fare una correlazione tra metodi chettsing il radicale OH- e i metodi che

sfruttano altre tipologie di radicali, quando sabzzano campioni reali.
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8)CONCLUSIONI.

Durante lo svolgimento del lavoro di tesi abbiamgplecato una metodologia per la
rivelazione del radicale OH-, basata sulla degtiadazdi un film polifenolico sintetizzato su
un elettrodo di glassy carbon, al fine di svilugpan saggio analitico per la determinazione
della capacita antiossidante. Le prove effettuatenb mostrato come il metodo presenti
prestazioni adeguate per la valutazione della é¢@pamntiossidante relativa a composti
largamente adottati come riferimento in letteratura

La degradazione del film polifenolico in presenzamtiossidanti mostra due fasi: una prima
fase di induzione in cui non si osserva in praitauna degradazione e una seconda fase in
cui, degradato completamente I'antiossidante, s la rimozione del film dalla superficie
elettrodica. Il parametro analitico utilizzato perdeterminazione della capacita antiossidante
e il tempo di induzione, in quanto risulta il piipetibile e piu linearmente correlato alla
concentrazione di antiossidante rispetto agli plrametri utilizzati. La capacita antiossidante
e stata espressa attraverso il parametro TEAGyudtiedal rapporto tra i coefficienti angolari
delle rette di calibrazione del composto testatdek Trolox®, impiegato in tutti i metodi
standard come riferimento per I'espressione dellAQ.a metodologia analitica €& stata

applicata alla determinazione della capacita asiti@ste di un campione reale.

Gli inidici TEAC cosi calcolati sono stati confratit con quelli ottenuti impiegando
metodologie analitiche standardizzate e ampiametiiezate, quali saggio ABTS, saggio
DPPH, saggio ORAC e saggio potenziometrico bassta soppia ferricianuro/ferrocianuro.
Dalle correlazioni ottenute con i vari metodi € esoeche la metodologia sviluppata fornisce
risultati in linea con la metodologia ORAC, che dedto € quella che presenta le maggiori
analogie con il metodo da noi sviluppato. Gli in@i&AC calcolati per il campione reale con
il metodo proposto evidenziano valori piu elevaspetto a quelli determinati con le altre
metodologie, probabilmente a causa della maggea#ivita del radicale OH- che reagisce
con numerose specie, hon propriamente antiossjgaaienti nel campione alimentare.

La metodologia analitica € stata applicata con essw alla determinazione della capacita
antiossidante di composti puri, tuttavia apparelevie che alcuni aspetti necessitano di una
piu approfondita e accurata riflessione, supportdédla acquisizione di ulteriori dati

sperimentali. Tra questi, I'aspetto piu importa@tsicuramente l'introduzione di un sistema
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tampone durante la prova, anche se esso puo padarma diminuzione della sensibilita

analitica e all'introduzione di nuovi radicali afiterno del sistema di misura.
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