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TPC: Total Polyphenolic Content i Contenuto totale di polifenoli

TRAP: Total Radical-trapping Antioxidant Parameter i Parametro antiossidante totale nel bloccare i
radicali

TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina

ZT: Zero Time



Capitolo 1

Introdu zione

1.1. Scopo della tesi

Negl i ul t i mi anni S i ~  assistito ad un continuo au
antiossidante di molti composti naturali presenti negli alimenti: numerosi studi e lavori scientifici hanno
dimostrato come alcuni antiossidanti, quali ad esempio i composti fenolici contenuti in molti prodotti
alimentari e bevande i frutta, verdura, vino rosso, olio di oliva, te, caffé e cacao i evidenzino proprieta
antinflammatorie, antimutagene, antitumorali e siano pertanto associati ad un effetto di protezione sulla
salute umana contro cancr o, mal atti e cardiovascol ari
(Kris-Etherton et al., 2002; Manach et al., 2005; Roginsky & Lissi, 2005; Goupy et al., 2007; San Miguel et

al.,, 2012; Morales et al., 2013). Gli antiossidanti risultano infatti estremamente efficaci nel contrastare i
fenomeni ossidativi, tanto da spingere numerosi studiosi, anche dei piu prestigiosi laboratori di ricerca a
l'ivell o mondi al e,i comprepdere $ inecchnénmikdi fenzianamerdo, alivello molecolare,

del |l 6azione antiossidante di tal i composti e di come

campi di applicazione:

a) nutrizionale, farmacologico e medico, per la prevenzione di malattie legate a dieta sbilanciata ed
invecchiamento cellulare (Fang et al., 2002; Sun et al., 2002; Huang et al., 2005; Prior et al., 2005;
Karadag et al., 2009; Perez-Lopez et al., 2009);

b) del I i ndustria ali ment ar e, prauatirnatlra in sostituzone aglieadditvo n e d e
sintetici (Pokorny et al., 2001; Huang et al., 2005);

¢c) chimico e industriale, per preservare materie pri

ossidativo (Huang et al., 2005).

In particolare, per quanto riguarda il precedente punto a), € noto che le ROS (spec i e r e atssigenop del |
interagendo con DNA, proteine e membrane lipidiche, possano indurre danni gravi (Esterbauer & Ramos,
1996; Wang et al., 1996; Halliwell & Gutteridge, 1999; Marnett, 2000); in particolare le ROS sono coinvolte
negli stadi di iniziazione, promozione e progressione del cancro (Valko et al., 2006); svolgono un ruolo
importante nello sviluppo delle malattie cardiovascolari quali danni ischemici, arteriosclerosi, ipertensione,
cardiomiopatie, malattie cardiache congenite e infarto; possono inoltre essere causa di disordini neurologici
quali le malattie di Alzheimer e Parkinson (Fang et al., 2002; Laguerre et al., 2007; Valko et al., 2007).

L6insieme di t utadangiusensit ideflaettteorrii, ec hnee possono graveme
passa sotto il nome dietal,8006).ess ossidativoo (Val ko
1 pi %% i mportante meccani smo di di fesa contro i radic

antiossidante dei componenti fenolici di frutta e verdura, da sempre alimenti fondamentali della dieta

del | 6uomo, in grado di preservare il corretto equili
sovrapproduzione delle ROS (Esterbauer et al., 1991; Ness & Powels, 1997; Eastwood, 1999). Da qui la
promozione a patrimonio i mmateriale dell dumanit”™, da
& La Torre, 2010) che, prevedendo abbondanza di consumo di frutta e verdura rispetto ad altre tipologie di

alimenti (grassi saturi, proteine animali, farine e cereali raffinati, ecc.), ri duce | di ncidenza

cardiovascolari e cerebrali, infarto, cancro,edal t r e patol ogi e | egate all 6invecc
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& Ziza, 2005; Zafra-Stone et al. 2007) . Significativo —, a questo prog
Paradoxo (Richard, 1987).

Ne consegue che risulta di notevole importanza:

1) la comprensione dei meccanismi chimici e chimico-f i si c i | egat i all 6aolarione an
gruppi funzionali o strutture molecolari, in relazione anche alla loro idro/lipdfilicita, e quindi la

definizione pi% precisa di Afipotere antiossidanteo;
2) Il 6analisi critica delle principali metodiche in us

3) | d@lividuazione di un metodo analitico efficace per la determinazione del potere antiossidante, che,

nella sperimentazione in vitro, si avvicini quanto piu possibile ai processi che avvengono in vivo;

4) | el aborazione di un met od opargmetro, aleate pkreqgliantn pogsibiten e di
valore universale, di valutazione della capacita degli antiossidanti di contrastare la perossidazione
lipidica, nonché la messa a punto di un protocollo di riferimento di facile esecuzione, elevata

riproducibilitaedaf f i dabi lit” che fornisca indicazioni preci

5) 1l a misura dell 6dazione di i ni bizione della perossi
attraverso il nuovo protocollo sviluppato e quindi la creazione di una scala di potere antiossidante

delle molecole/principi attivi maggiormente presenti nella dieta;

6) la determinazione, mediante tale metodica, del potere antiossidante di composti e prodotti alimentari
di largo consumo, soprattutto quelli che per la loro natura lipofila (ad esempio gli oli vegetali) sono

piu difficili da trattare.

Va sottolineata, soprattutto per quanto riguarda il precedente punto 3), la difficolta di poter interpretare
mediante una misura analitica, che per necessita di cose deve risultare rapida, efficace, sensibile,
riproducibile e dai limitati costi di attuazione, un processo chimico-biologico che avviene in sistemi complessi
macro e supramolecolari, attraverso, come si vedra di seguito, sequenze di reazioni radicaliche non del tutto

note e comunque riportate in modo schematico e semplificato.

Scopo del lavoro di tesi di dottorato e stato quello di approfondire le tematiche sopra esposte, al fine ultimo
di portare un contributo di chiarezza alla definizione di antiossidante, nonché alla sua misura fondata su basi
meccanicistiche.

Metodiche e risultati del lavoro di tesi verranno in parte condivisi con il gruppo di ricerca diretto dalla Prof.ssa

Mozetic Vodopivec presso | a AiSchool for Vithnwnmsttdiure ar
Nova Gorica, che, in particolare, ha messo a punto wun
gui ndi antiossidante) degl:i ol i di oliva, al fine di
di ricerca.

1.2. Perossidazione lipidica

La perossidazione lipidica € uno dei meccanismi radicalici a catena piu rilevanti dal punto di vista biologico e
medico: numerosi studi e lavori scientifici degli ultimi anni hanno dimostrato, infatti, come un aumento della
concentrazione dei prodotti finali della perossidazione lipidica risulti essere la prova universalmente

accettata del coinvolgimento dei radicali liberi in numerose gravi patologie (Halliwell & Chirico, 1993; Karten



et al., 1997; Spiteller, 2001; Arlt et al., 2002; Nair et al., 2007; Suntres, 2011; Barrera, 2012), dato che lo
stress ossidativo comporta il danneggiamento di molte macromolecole biologiche, quali proteine e DNA
(Halliwell & Chirico, 1993), nonché di strutture supramolecolari come le membrane cellulari (Porter et al.,
1995).

La perossidazione lipidica € un fenomeno piuttosto complesso che coinvolge in particolare gli acidi grassi

insaturi: si basa sulla degradazione ossidativa di tali composti organici, attraverso un processo autocatalitico

(De Beer et al., 2002). Per effetto del calore, delle radiazioni ultraviolette, di particolari sostanze chimiche
contenute in farmaci, dr oghe,etahI2002nkaguerie etal., 2087, Iclindzeri a i n 0
et al., 2007) , avviene ildatadveaal onbe dc hes,pe,cpeosogaanmn o con
formazione di idroperossidi (Mihaljevic et al., 2011), con produzione di radicali lipidici, i quali a loro volta

reagi scono con | 6ossigeno iniziando uneevatoantimemn diciciadi c al
prima di esaurirsi per la combinazione di due specie radicaliche (Frankel, 1984; De Beer et al., 2002; Fang

et al., 2002).

I meccanismo di perossidazione lipidica consta di una serie di reazioni a catena che puo essere
schematicamente suddivisa in tre fasi: iniziazione, propagazione e terminazione (Antolovich et al., 2002;
Gurr et al., 2002; Laguerre et al., 2007).

e —CH=CH—-CH,—CH=CH— Acido grasso polinsaturo
/R' (radicale
iniziatore) Estrazione di un atomo di idrogeno
RH
—CH=CH-CH—CH=CH— =7\ Radicale libero dellacido grasso polinsaturo
—CH=CH-CH=CH-CH— Diene coniugato
=
—CH=CH-CH=CH-CH— Radicale perossido
|
0-0°*
 J
—CH=CH—-CH=CH-CH— Idroperossido
|
O-OH

Prodotti vari di decomposizione
Figura 1.1. Sequenza di stadi della perossidazione lipidica.

In particolare, con riferimento allo schema di Figura 1.1, la sequenza di reazioni viene innescata da un
radicale iniziatore R' che, estraendo un atomo di idrogeno allilico dalla catena di un acido grasso polinsaturo,
porta alla formazione di un radicale lipidico (stadio di iniziazione). Tale radicale risulta facile a formarsi

perché stabilizzato per risonanza (Figura 1.2).



Figura 1.2. Reazione di iniziazione e formazione di un radicale lipidico, stabilizzato per risonanza.

Successi vament e, il radical e l'i pidico, reagendo vel
formazione di un radicale perossido (stadio di propagazione), che a sua volta puo estrarre un atomo di
idrogeno da wunodaltra molecol a di acido grasso insat.
idroperossidoedun al tro radicale | ipidico. oQgeeegturdnudva radinale r ea g e
perossido, il quale proseguira poi il ciclo di reazioni (Frankel, 1984; Antolovich et al., 2002; Huang et al.,

2005; Laguerre et al., 2007).

La reazione di propagazione puo pertanto ripetersi indefinitamente (De Beer et al., 2002) attraverso la
formazione di una catena radicalica che si autosostiene e prosegue ad una velocita elevata, come
dimostrato dal marcato aumento di idroperossidi formati (Velasco & Dobarganes, 2002; Laguerre et al.,
2007).

Le reazioni terminano (stadio di terminazione):

i) quando le specie radicaliche interagiscono tra loro per formare composti non radicalici inattivi
(Antolovich et al., 2002);

i)y per il consumo di tutto | 6ossigeno mol ecol are a di

iii) quando le specie radicaliche reagiscono con molecole eventualmente presenti producendo radicali
piu stabili per motivi di risonanza. Queste sostanze, definite antiossidanti (AOH), fungono quindi di
fatto da inibitori della perossidazione lipidica (Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Laguerre et al., 2007).

1.3. Antiossidanti

Gli antiossidanti si possono definire come quelle sostanze in grado di ritardare significativamente o prevenire
| 6ossidazione di substtrant i 2082) dabilldiattAwtidl"ovaincth os si
capacita di una molecola di inibire la degradazione ossidativa, come la perossidazione lipidica appena
illustrata, intervenendo principalmente nello stadio di propagazione, donando atomi di idrogeno ai radicali
perossidi in alternativa al lipide, con conseguente formazione di radicali liberi (AO’) molto meno reattivi
perchést abil i zzati dall a del oc dRogirsky & zissio2008). del | 6 el ettrone

Definire in maniera univoca una classificazione delle sostanze antiossidanti sembra non essere
undoperazi onataermpleil eev,at a quant i tétald2005;fFabtistebal.,i2008)0i nv ol
tuttavia non sono mancati in passato numerosi tentativi in tal senso, che hanno tenuto conto di volta in volta

del | 6origine di tali s odla larm makira (emezianatioche a hon enpimatichel tellet i ¢ h e )
caratteristiche chimico-fisiche (idrofile o lipofile), della struttura (flavonoidi, tocoferoli, stilbeni, ecc.) e della

loro modalita di azione (Vertuani et al., 2004; Laguerre et al., 2007).



In partic ol ar e, sull a base di guestodul timo criterio, gl i a
Apreventi-br e a&lagugrie atigln 2007).

Gli antiossidanti preventivi bloccano la prima formazione dei radicali rimuovendo gli iniziatori responsabili

del | 6avvi o d alodtabotasds cod éafaseodnigziagone: ne fanno parte, ad esempio, composti

quali:

- I 6enzima superossido dismutasi (SOD) che catali z:z
superossido, importante iniziatore di catena radicalica, secondo la reazione (Laguerre et al., 2007;
Suntres, 2011):

20," +2H" 53~ H,0, +0,

- I 6enzi ma c achead saasolta dis@udril)perossido di idrogeno, formatosi dalla precedente
reazione come da altre reazioni biologiche, in acqua e ossigeno (Laguerre et al., 2007; Suntres,
2011):

2H,0, % %%- 2H,0+0,

- dli agenti chelanti, che complessando gli ioni metallici, come ferro e rame, abili ad agire come
catalizzatori ossidoriduttivi, impediscono loro di cedere o acquisire un elettrone (Bindoli & Cavallini,
1980; Laguerre et al., 2007), inibendone di fatto la partecipazione alla reazione di Fenton che

produce | 6estremamente reatti v@alevellp28l2)i col oso radi c
H,O, +Me"* ¥84- OH +OH" +Me™*D*

- i carotenoidi che trasformano | 6 ossi geno singoletto in tripletto
struttura molecolare a legami coniugati e successivamente dissipandola sotto forma di calore
(Laguerre et al., 2007).

Glianti ossi d-bneé akadsstadgndeiruttori di catena, presentano strutture che permettono di donare

facilmente un atomo di idrogeno, trasformandosi a loro volta in radicali liberi molto meno reattivi, rallentando
0, nei casi di maggiore efficacia, interrompendo la fase di propagazione delle reazioni radicaliche, secondo

la seguente reazione:

LOO" + AOH¥4- LOOH+AOT

dove AOH = | 6antiilogsaidd amtlee, pleO@®ssi do, LOOH | 6i dropero
radicalica, e AO' i | radicale derivato dal | 6an thiguestassecdndanctassesst abi |
possono inserire i composti fenolici mono- o poli-ossidrilati, come ad esempio tocoferoli, flavonoidi, stilbeni,

aci di e alcoli fenolici, ecc., che sono divisi ion di ve

et al., 2007; Laguerre et al., 2007), cosi come sotto schematicamente specificato (Figura 1.4).

Teoricamente | 6efficacia antiossidante di un fenol oder
l a gqguale = correl at a eaidltia deledegare ©-HdSanchki-Mosenocet a.,z1998;n
Laguerre et al., 2007). In realta, pero, esistono altri requisiti fondamentali affinché tali composti svolgano
attivita antiossidante: essi devono, innanzitutto, riuscire a reagire con i radicali liberi ad una velocita
notevolmente maggiore di quella fra radicali stessi e substrato (Wright et al., 2001); devono poi possedere



una posizione adatta e una buona mobilitd verso i siti di produzione di radicali perossidi, perché questi

possano essere facilmente intercettati (Laguerre et al., 2007); devono, infine, formare un nuovo radicale
stabile e quindi scarsamente reattivo, per sefi éanel d
aromatico (Figura 1.3) oppure per la difficile accessibilitd del radicale stericamente impedito, come ad

esempio nel caso del BHT che presenta una capacita antiossidante molto superiore a quella del fenolo

(Momo et al., 2003), in modo che non reagisca a sua volta con altri acidi grassi insaturi (Rice-Evans et al.,

1997; Capella et al., 1997; Sanchez-Moreno et al., 1998; Laguerre et al., 2007). Da tutto ci0 si evince come i

polifenoli presentino differenti proprieta antiossidanti secondo una sorta di gerarchia fra i composti, che

dipende principalmente dalla loro struttura chimica (Rice-Evans et al., 1997).

OH o* o) o o)
L] L]
R® + ——> RH+ - - -

Figura 1.3. Reazione tra un radicale R" ed un generico fenolo con formazione del radicale fenossile, stabilizzato per
risonanza (Gregoris, 2010).
In Figura 1.4 vengono riportate le formule di struttura delle principali classi di polifenoli diffusamente presenti

negli alimenti che presentano caratteristiche antiossidanti e, quindi, con importanti ricadute salutistiche.

| tocoferolir appresentano undi mpor t anlaHfa-, bdtag gamma-, délta-tocoferali edc o mp o s
i corrispondenti tocotrienoli i compresi nel termine generico di vitamina E (Burton & Ingold, 1981; Cunha et

al., 2006), che contengono un anello 6-cromanolo e una lunga catena laterale fitilica, caratterizzata da

elevata idrofobicita (Cunha et al., 2006): sono presenti naturalmente negli oli vegetali e vengono considerati

come i principali agenti antiossidanti presenti nei lipidi e negli oli e grassi vegetali (Vertuani et al., 2004;

Cunha et al., 2006). Data la loro idrofobicita, i tocoferoli si associano alle membrane cellulari, ai lipidi di

riserva ed alle lipoproteine nel sangue e, proprio grazie a questa liposolubilita, rappresentano alcuni dei piu

potenti antiossidanti: il loro meccanismo di azione prevede la neutralizzazione dei radicali liberi,
proteggendo, di conseguenza, gl i e mavénendo ilganaosossidatvion s at ur
(Lehninger, 1979; Bindoli & Cavallini, 1980; Pokorny et al., 2001; Gurr et al., 2002; Cabras & Martelli, 2004,

Cunha et al., 2006).
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HO
R, [e)
R1
Tocoferoli
OH
HO O \ O
OH
Flavonoidi Stilbeni_ (Resveratrolo)
(6]
Ry AN on oH
R,
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0 Ry Ro
Acidi idrossibenzoici Acidi idrossicinnamici
Acidi fenolici Alcoli fenolici

Figura 1.4. Formule di struttura delle principali classi di polifenoli. | residui R sono generalmente gruppi ossidrilici.

| flavonoidi costituiscono i polifenoli piu abbondanti nelle piante. Strutturalmente sono caratterizzati da due
anelli benzenici (indicati con A e B, vedi Figura 1.5) collegati da una catena lineare di tre atomi di carbonio,
che puo formare un anello piranico (anello C) chiuso con uno degli anelli benzenici ( D6 Ar ethali, 2007h

O H
O :

Figura 1.5. Formula di struttura di un generico flavonoide.

Sono stati identificati piu di 4000 singoli flavonoidi, divisi nelle sei sottoclassi di flavonoli, flavoni, flavanoni,
isoflavoni, antocianine e flavanoli, cosi come riportato in Figura 1.6, a seconda dello stato di ossidazione
del | 6anel | o c eatl; 2007 sofombbAndanternenté gresenti nei vegetali o in loro derivati

(broccaoli, cipolla, mela, melanzane, cioccolata, agrumi, soia, té, uva, ecc.) (Carratt & Sanzini, 2005).
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Figura 1.6. Sottoclassi dei flavonoidi.

Il resveratrolo appartiene alla famiglia degli stilbeni che vengono assunti quotidianamente con la dieta; &€ una

fitoalessina (dal grecoig Uehe si gni f iUced sdllpésasnit qoi fei ca fAproteggered)
da diverse specie vegetali in risposta a condizioni di stress di tipo abiotico e biotico determinate, ad esempio,

dal | 6esposi zione ai r a g g funginel (Gerogiannaki-Chaistapaulou cet atl,a2006; nf e z i «
D6 Ar cdtal.y2003; Borriello et al., 2010); esiste in due forme isomeriche, cis- e trans-, entrambe presenti
nel mat eri ale vegetal e. | n trhans-rrisubia pid abbomdarges ¢himiaamenge it
stabile i se protetto dalla luce ed a valori di pH non troppo elevati (Alarcon de la Lastra & Villegas, 2007) i e
biologicamente piu attivo (Caruso et al., 2004) rispetto a quello cis- (Filip et al., 2003). Questo stilbene si
trova naturalmente in diversi prodotti alimentari di origine vegetale, quali uva, more e frutti di bosco in
generale, prugne, arachidi e nelle radici e nei gambi della pianta Polygonum cuspidatum (o Japanese
knotweed, o Caprifoglio giapponese), utilizzata nella medicina tradizionale cinese e giapponese (Caruso et
al., 2004; Al arcon de | a L astetéah, 2@07; Barriello et@la 2010). Siarév@ nel D6 Ar ¢

vino rosso ed in quantita molto minore nel bianco (Alarcon de la Lastra & Villegas, 2007).
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La piceide o polidatina (Figura 1.7) € un derivato glicosilato del resveratrolo, dove uno dei due ossidrili in
meta risulta legato con legame glicosidico ad una molecola di glucosio. La piceide risulta molto piu idrofilica
del resveratrolo a motivo del residuo glucosidico ricco di gruppi ossidrilici (Fabris et al., 2008).

OH

(o]
(o) O
OH
OH
Figura 1.7. Piceide o polidatina.
Gli acidi fenolici s i possono suddividere in due sottoclassi: g
benzoicoegliaci di idrossicinnamici, derivati del |l daci do <cin

raramente nelle piante commestibili dagli esseri umani e pertanto non assumono un grande interesse

nutrizionale. Uno dei polifenoli rappresentativi diquestac at egor i a = (Fighra £.8),damtengtamel i c o
t ( DO Atralg BODA).i o

HO

OH
HO
[¢]

Figura 1.8. Acido gallico.

Gli acidi idrossicinnamici sono contenuti nei cereali ed in alcuni tipi di frutta (ad esempio kiwi): il piu comune
- |l 6aci d(oFicpudrfaeil.o09) , presente ad al tetag¢2addv¥centrazi oni

o

AN

OH

HO

OH
Figura 1.9. Acido caffeico.

Tirosolo e idrossitirosolo (Figura 1.10) sono i principali alcoli fenolici, contenuti maggi or ment e nel |
oliva, ma rintracciabili anche nel vino rosso (per quanto concerne tirosolo e idrossitirosolo), nel vino bianco e
birra (esclusivament eet@e2007).l tirosolo) (D6Archivio

Q/\/OH OH
HO HO

OH

Figura 1.10. Tirosolo (a sinistra) e idrossitirosolo (a destra).
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Capitolo 2

Materiali e metodi

2.1. Materiali
2.1.1. Reagenti
Sono stati utilizzati reagenti al massimo grado di purezza ottenibile commercialmente.

Il tocoferolo, il pentametilcromanolo, il trolox, il lauri | gall at o, il pirogall ol o, I
ascorbico, | 6acido Ilinoleico e tutti i fl avonoi di ut i

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) rappresentata in Italia dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia).

Il resveratrolo e la piceide sono stati gentiimente donati dalla GLURES S.r.l, spin off accademico

del Il 6Universit”™ Cad Foscar.i di Venezi a. Sal i, tamponi
(Milano, ltalia), mentre il sodio dodecil solfato (SDS) e stato fornito dalla ditta Biorad Laboratories

(Ri chmond, Cal i f or ni a) -azolis[2i(2Amidazolm2-d)prapana] EABIP)ce asthto foroito 2 , 2 6

dalla ditta Wako Chemicals (Neuss, Germania).

Reagenti e composti chimici sono stati conservati in freezer a i 18 °C o in frigo a +4 °C, in funzione della loro

stabilita alla temperatura.

Sono stati inoltre utilizzati oli alimentari di oliva e di semi, presenti in commercio o forniti direttamente dalle
ditte produttrici, e scelti sulla base della zona di origine e del prezzo commerciale (Tabella 2.1). Sono stati

conservati al fresco e al buio, come da indicazione dell'etichetta.

Le soluzioni di iniziatore radicalico in tampone sodio fosfato e di antiossidanti in etanolo assoluto sono state
preparate giornal mente e duduwunateneperdtudaudscoca ¢40°@.desoluzorni e i n
tampone sono state conservate in frigo a +4 °C e rinnovate ogni 15 giorni, mentre la dispersione micellare di

SDS cont endeont lei nloblaeciic o, a motivo della facilit?@ di o]

rinnovata ogni giorno.
Il pH del tampone € stato monitorato giornalmente ed eventualmente corretto al valore originale.

Tutte le soluzioni sono state preparate utilizzando acqua di grado di purezza Milli-Q.

2.1.2. Strumentazione
Per condurre gli esperimenti sono state utilizzate le seguenti strumentazioni:
1 Potenziostato Amel 559;

1 Potenziostato assemblato dal Sig. Roberto Zuliani del Dipartimento di Scienze Molecolari e
Nanosi st e mi del | 6Universit”™ Cad Foscari di Venezi a,

ricerca;
1 Spettrofotometro UV-Visibile UV-1800 Shimadzu;
1 Spettrofotometro UV-Visibile Lambda 35 Perkin Elmer;

1 Sonicatore Vibra-Cell 50 (50 W, 20 kHz) Sonics & Materials;
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1 Sonicatore Labsonic® (100 W, 30 kHz) Sartorius;

1 Termostato Haake D1 con precisione di £0.5 °C;

1 Centrifuga Hermle Z 252 MK Labnet;

1 Centrifuga Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific.

Le misure spettrofotometriche sono state effettuate utilizzando una cella termostatabile in quarzo Hellma

(Milano, Italia), di cammino ottico da 1 cm.

Le misure di consumo di ossigeno sono state effettuate mediante un microelettrodo ad ossigeno MIZ30
(Microelectrodes, Inc.), inserito in una cella ossigrafica in vetro, termostatata, costruita per questo scopo su
preciso disegno del richiedente dal Sig. Italo Ongaro di questa Universita. La cella € dotata di una piccola

ancoretta magtaziohei ca per | dagi

Il volume della cella & stato misurato in 2.3 mL, mediante pesata della cella in modalita operativa (quindi
munita di magnete e con | 6elettrodo) dappri maQvuota e

2.2. Metodi

2.2.1. Misure spett rofotometriche

Il saggio Folin-Ciocalteu per la determinazione della capacita riducente totale della soluzione antiossidante
stato condotto come segue: ad una aliquota di 20 eL di soluzione campione venivano aggiunti in
successione 150 €L di reagente di Folin, 600 €L di una soluzione Na,COs al 15%, ed acqua distillata sino al
volume finale di 3000 ¢L . Dopo 2 ore di incubazione a temperatur a
dovuto alla reazione, era misurato a 784 nm ed il risultato espresso come concentrazione millimolare
equivalente del polifenolo catechina che, secondo una retta di calibrazione precedentemente messa a punto,

comportava uguale incremento di assorbanza.

Si & adottato un valore di assorbanza molare Ugs di 17800 M™* cm™, riportato in letteratura e verificato

mediante una serie di prove preliminari a concentrazione nota di catechina.

Il saggio DPPH prevede che a 700 €L di campione, inseriti in una cella spettrofotometrica da 1 mL, si
aggiungano 250 ¢L di soluzione etanolica di DPPH 0.5 M e 50 ¢L di etanolo. Si lascia incubare per 60
minuti, quindi viene misurata la diminuzione di assorbanza a 518 nm dovuta alla reazione, contro un bianco
costituito da 250 €L di DPPH 0.5 mM e 750 €L di etanolo. Il risultato viene espresso come concentrazione
millimolare equivalente del polifenolo catechina che, secondo una retta di calibrazione precedentemente
messa a punto, comportava uguale incremento di assorbanza.

Il saggio enzimatico, messo a punto dal nostro gruppo di ricerca (Stevanato et al., 2004), & stato cosi

condotto: in una cella spettrofotometrica da 3 mL si sono inseriti 2900 €L di una soluzione tampone di
fosfato di potassio 0.1 M, pH 8.0, contenenti 4-amminofenazone 3 mM, H,0,2mM e | 0 efiHardeRadish
Peroxidaseo (HRP) 0.33 ¢M. Quindi si sono aggiunti 100 ¢L di campione, si € lasciato in incubazione a
temperatura ambiente per 5 minuti (tempo necessario per il completamento della reazione) e
successivamente si ~ misurato | dédincremento di assorban
espresso come concentrazione millimolare equivalente del polifenolo catechina che, secondo una retta di

calibrazione precedentemente messa a punto, comportava uguale incremento di assorbanza. Si € adottato
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un valore di as godr5300mMZ em™ merificats reediditte una serie di prove preliminari a

concentrazione nota di catechina.

2.2.2. Misure di consumo di ossigeno

Tra le diverse varianti del saggio di inibizione della perossidazione lipidica viene scelto il metodo di misura

del consumo di ossigeno conseguente il processo perossidativo.

In particolare, tale metodica prevede di operare, in condizioni controllate, in un sistema micellare modello

costituito da micelle di sodio dodecil solfato (SDS) contenenti acido linoleico (LH); il processo perossidativo &

i nnescato dal | 6i ni-azadbig[2-(@-imaazofina2dl)propano]i (ABIP) (EiguPad2.1), un azo-

composto la cui decomposizione comporta una produzione costante di radicali liberi. La reazione ossidativa
comporta un consumo di ossigeno che viene rilevato da
et al. 1953) . Ldagagi unt aantmssidameodrogocea un galleatamentozdella wetocita di

consumo di ossigeno che, come pil dettagliatamente descritto nei capitoli a seguire, rappresenta una misura

delle proprieta antiossidanti della molecola in esame (Antolovich et al., 2002; Laguerre et al., 2007; Fabris et

al., 2008).

Se non diversamente specificato, le condizioni operative generali adottate, frutto di verifica di quanto
riportato in bibliografia e di diverse prove preliminari, sono le seguenti: tampone sodio fosfato 50 mM, pH
7.4, SDS 50 mM, LH 10 mM, ABIP 4 mM, T 37 °C. La concentrazione di antiossidante € variabile e viene di

volta in volta specificata.

o- Na*
0=5=0 o
N U U o U v HOJ\/\/\/M/\/\
SDS Acido linoleico
L
PansanW

ABIP

Figura 2.1. Formula di struttura di sodio dodecil solfato (SDS), acido linoleico (LH) e = 23zdbid[2-(2-imidazolin-2-

il)propano] (ABIP).

Come gia accennato, il consumo di ossigeno viene monitorato mediante elettrodo di Clark, sensore costituito

da un catodo di platino, posto in un cilindrotenuwol ant e
in un altro cilindro in acrilico, contenente una soluzione di cloruro di potassio (KCI), dotato di membrana in

Tefl on permeabile all 6ossigeno, che permette di esclud

Figura 2.2. Microelettrodo ad ossigeno MIZ30 (Microelectrodes, Inc.).
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A

Medi ante un potenziostato, il catodo di pl atino e | 6an
venga mantenuto ad un potenziale dii8 00 mV ri spetto all danodo (potenzi
molecolare) e collegati tramite la soluzione di KCI.

I n queste condi zioni, all d&danodo avviene | a seguente re
4Ag +A4ACI Yas- 4AgCl+4e”
Simultaneamente al catodo, | 6ossigeno che diffonde att
0, +4e” +4H" 1lks- 2H,0
con la seguente reazione globale:
O, +4H" +4Ag +4CI™ YaY%- 2H,0 +4AgCl

Il passaggio di corrente, prodotto dalla reazione di ossidoriduzione, viene rilevato attraverso un

mi croamperometro di precisione: Il 6i ntensit”™ e dla corr
concentrazione di ossigeno presente in soluzione. Il dato sperimentale viene misurato ad ogni secondo e

registrato mediante un sistema di acquisizione dati che utilizza una scheda Aquitek CM con convertitore

analogico digitale a 16 bit e software di controllo, visualizzazione e memorizzazione in linguaggio LabView, il

tutto assemblato e messo a punto dal Sig. Roberto Zuliani di questa Universita. La concentrazione

del |l 6ossigeno mol ecol are presente in [dd (Rigoiepah,000; st at :
Zennaro et al., 2007).

2.2.3. Preparazione della dispersione micellare e misura del consumo di ossigeno

La dispersione micellare di SDS/LH in acqua é formata da una soluzione di tampone sodio fosfato 50 mM,
pH 7.4, alla quale vengono aggiunti sodio dodecil solfato (SDS) 50 mM e acido linoleico (LH) 10 mM,
mantenuta in costante agitazione a 37 AC per tutta | &
delle micelle contenenti acido linoleico. La dispersione viene successivamente posta nella cella ossigrafica
termostatata, aperta e mantenuta in costante agitazione per 3
termico (37 °C) e nella dispersione sia garantita una concentrazione di ossigeno disciolto in equilibrio con
| 6sigeno atmosferico (indicativamente 0.22 mM). La cella di misura viene quindi ermeticamente chiusa,
avendo | baccortezza che non vi siano intrappol ate boa
radicalico ABIP che, decomponendosi termicamente con velocita costante, innesca il processo di
perossidazi one del | 6aci do |l inol ei co, associato al co
Lébeventuale presenza di antiossidant e, aggiunto prim

perossidazione lipidica, fino alla sua completa scomparsa.

2.3. Affidabilita della misura sperimentale del consumo di ossigeno

Da qQquanto esposto in precedenza, riguardo | a valutaz
lipidica, ne deriva che, per una misura cinetica corretta del processo, risulta indispensabile operare con una
cella impermeabile alle intrusioni di ossigeno at mosf

cella ossigrafica termostatabile, progettata e costruita allo scopo nel nostro laboratorio, con particolare
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attenzione alla impermeabilizzazione della stessa al/l
sistema dirisgagillLa @ella viene munita di seletrado et t a
posizionato alla corretta profondita. La cella viene quindi riempita con la dispersione micellare, avendo cura
di evitare la formazione d i bol |l e doéarigusa.si musrd lb modalith, e preva di infiltrazione di

ossigeno, per completare il riempimento e per introdurre gli altri reagenti; fra essi, quando necessario,

| 6anti o@GH)dantse®!l uzi one di etanol o assoluto. Léoperazi
attraverso un coperchio forato provvisto di setto di nylon a tenuta, munito di un ago per
del |l 6eccesso di l i qui do. Con |l a stessa modalit™ si ag
ABI P in soluzione acquosa tamponat a. Léago e | antesi ri ng
sigillata cohngo uhtempoébo fra il coperchio forato ed
I
|
|
=il

- | e = |
e . ] —
--"'::-__-_-:.__M
Figura2.3. A sini str a: i mmagine della cella ossigrafica in fase d

chiusa in fase di misura. Codici colori: giallo, elettrodo di Clark; rosso, setto di nylon; blu, siringa ed ago di sicurezza;

magenta, -mMiiong 0.

Gl i accorgiment.i apportati alla cella e | e attente <co
déari a al laadland la massima didukzione della diffusione di ossigeno atmosferico durante le

mi sur e. Si ~ voluto comunque verificare | dermeticit?’
corso dell e prove, mi s ur an d o ossigero peat @mpenmottodungtii(oltre @0mre)e nt r a z
ed a concentrazioni basse di LH e ABIP. Come risulta dalla Figura 2.4, quando il generatore di radicali ABIP

e completamente esaurito (punto pit basso della curva) & ancora presente una certa quantita di ossigeno

che aumenta in modo molto lento, riportandosi ai valori iniziali di corrente elettrica, corrispondenti alle

concentrazioni iniziali di ossigeno disciolto, nell bar

La maggior parte degli esperimenti riportati in questo lavoro di tesi non supera le 0.8 ore. Il rapporto fra i
t empi porta ad una stima dedrditmessti gemon dd.iPpamsipomdar a@lolv &
alle inevitabili infiltrazioni di ossigeno atmosferico risulta quindi essere trascurabile, poiché al di sotto
del |l 6incertezza sperimentale derivante da tutte |l e op:

ecc.).
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Per periodi temporali pit lunghi di misura del consumo di ossigeno, la non perfetta impermeabilita della cella

ossigrafica costituisce un parametro di cui bisogna tenere conto.

18

17 +

16 —

15 -

14 4

13 4

12 H

11 S

10 <

[02]au

Tempo (h)

Figura24. Ver i fica dell a permeabilit”™ della cella ossigrafica al
un tipico esperimento di perossidazione lipidica, a basse concentrazioni di LH e ABIP, si € lasciata protrarre sino a

qguando si & registrata una corrente uguale al valore al tempo zero. Tale tempo é risultato di poco superiore alle 60 ore

complessive. Condizioni sperimentali: SDS 50 mM, LH 1 mM, ABIP 0.5 mM a 37 °C. Laconcentrazi one del | dossi
molecolare presente in soluzione € stata espressa in unita arbitrarie [O2]au.
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2.4. Campioni di olio alimentare analizzati

In Tabella 2.1 sono riportati i campioni di olio presi in considerazione, oggetto degli approfondimenti riportati

nel

Capitolo

8. Si

tratta di ol i o

extravergine

di

zone di origine, quando specificato, o di imbottigliamento e del costo commerciale. | campioni per i quali non

si riporta il prezzo sono stati forniti direttamente dalle ditte produttrici.

Tabella 2.1. Oli di origine vegetale analizzati. Le denominazioni utilizzate seguono le indicazioni riportate sulle etichette
commerciali dei prodotti. Si riportano i valori di densita sperimentalmente misurati a 251 °C. OEVO: olio extravergine di
oliva. (a): campioni forniti direttamente dal produttore.

Campione Olio Zona dd&o r|Prezzo | Densita
o di imbottigliamento'
(al 1| (g/mL)
22 OEVO DOP Sardegna’ 4.67 0.91
23 OEVO DOP Sicilia’ 11.99 0.91
24 OEVO DOP Puglia® 8.53 0.91
25 OEVO DOP Veneto® 19.80 | 0.91
26 OEVO DOP Liguria® 15.67 0.91
27 OEVO DOP Umbria® 13.32 0.91
28 OEVO comunitario Umbria’ 3.98 0.91
29 OEVO comunitario Lombardia' 4.89 0.91
30 OEVO comunitario Umbria’ 2.99 0.91
32 Olio di oliva raffinato Toscana' 2.89 0.91
33 Olio di oliva raffinato Lombardia' 4.56 0.91
36 OEVO italiano Sicilia’ (a) 0.91
37 Olio di semi di girasole Veneto' (@) 0.91
38 Olio di semi di canapa Veneto' (@) 0.92
39 Olio di semi di canapa Veneto' (@) 0.92
40 Olio di semi di arachide | Emilia-Romagna’ 2.49 0.89
41 Olio di semi di mais Emilia-Romagna’ 4.44 0.89
42 Olio di semi di vinacciolo | Lombardia’ 3.75 0.89
43 Olio di semi vari Campania’ 2.12 0.89
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Capitolo 3

Valutazione critica delle principali metodiche analitiche proposte per la

determinazione delle proprieta antiossidanti

In letteratura vengono riportate diverse metodiche analitiche per la valutazione delfipot er e ant i
una molecola o composto; si basano su principi e modelli chimici differenti ed utilizzano tecniche di misura
principalmente spettrofotometriche ed elettrochimiche. Differiscono tra loro in termini di meccanismi e
condizioni di reazione, specie ossidante e substrato ossidabile ed espressione dei risultati (Huang et al.,
2005; Roginsky & Lissi, 2005; Magalhaes et al., 2008; Karadag et al., 2009) proponendo differenti scale di
valore antiossidante, spesso notevolmente discordi, sia quantitativamente che qualitativamente (Antolovich
et al., 2002; Gregoris et al., 2013), e comunque correlate ad una molecola antiossidante presa come

riferimento.
Tali metodiche possono essere suddivise nelle seguenti classi:

- mi sura del | 6 a blaésamindta ddagife Haarappotal(fecavengerd nei confronti:

T di speci fiche ROS e RNS (specie reattive del

allo scopo;

9 di radicali liberi stabili di natura non biologica, quindi non presenti in natura e caratterizzati da

una buona stabilita;
- misura di parametri che possono essere correlati al potere antiossidante, come ad esempio:
1 la complessiva capacita riducente del campione;

1 la quantificazione dei polifenoli, che rappresentano la quasi totalita delle molecole con

proprieta antiossidanti, o di alcune tipologie degli stessi (come ad esempio i flavonoidi),

oppur e | a qguantificazione del |l daci do ascorbi

antiossidanti (Magalhaes et al., 2008).

Sfortunatamente, come sopra anticipato, tutti i metodi riportati in letteratura presentano dei limiti perché
determinano, della molecola in esame, un parametro chimico-fisico in qualche modo collegato alle sue

caratteristiche antiossidanti.

I nfatti, | 6 azi on denaimuvo & un procassamintricatocchescongprende la capacita di una
molecola di inserirsi in un sistema biologico complesso ed agire in una sequenza articolata di reazioni
radicaliche a catena, solo parzialmente note, rallentando o annullando la velocita di tali reazioni secondo il

seguente schema semplificato (Figura 3.1):
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GSH-Px H,O

°= (@)

0, GSH 2

SOD 0,”
Fe?*
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o \702
GSSG Fed* danni al DNA
LH + O,
GSH-Px

GSH / danni alle proteine

T.0° LOOH
Asc® 3 perossidazione

lipidica LH
GSH
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(]
GSSG T-OH LOO '/
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Figura3.1l. Schemati zzazi one dell a complessa serie di reazioni che
mantenuto il corretto equilibrio pro-ossidanti/antiossidanti. SOD: superossido dismutasi; GSH: glutatione; GSH-Px:

glutatione perossidasi; GSSG: glutatione ossidato; LH: lipide; LOOH: lipide idroperossido; T-OH: tocoferolo (vitamina E);

AscH': ascorbato (vitamina C) (Gregoris, 2010).

a) Capacita di fiscavenging 0 contro specifiche ROS/RNS

Si tratta di un metodo accurato che bene simula in vitro i processi che avvengono in vivo, nel quale radicali
perossidi (ROO), che si formano nei processi ossidativi di campioni biologici ed alimenti, reagiscono in
modo competitivo (reazioni parallele) con la molecola fiargetq che viene modificata, oppure con la molecola
con proprieta antiossidanti (AOH), secondo il seguente schema (Magalhaes et al., 2008):

- un azo-composto termolabile (R-N=N-R) decomponendosi forma un radicale centrato sul carbonio

(R),i | qgual e a sua volta ossgew®pe dare unflassoccaesamesdnradiealec on | 6
ROO":

R-N=N-R- 2R"T+N,
R"+0,- ROO'
- il radicale perossido strappa un radicale H' da una molecola ftargetoossidabile (LH):
ROO" +LH- ROOH +L"
- 0, alternativamente, da una molecola con proprieta antiossidanti (AOH):
ROO" + AOH - ROOH +AOT

I n pratica | a presenza dell édantiossidante i nfialgdtgsce o
indotta dal radicale perossido, in modo dipendente dal rapporto delle costanti di velocita delle reazioni
competitive.

La velocita di ossidazione della molecola fiargetd pud essere misurata secondo modalita differenti, cosi
come differenti possono essere le molecole ftargeto ed i generatori di radicali perossidi (Magalhaes et al.,
2008).
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Di seguito si riportano i principali di questi saggi.

U Saggio ORAC (fDxygen Radical Absorbance Capacityd

Si basa sulla misura della diminuzione nel tempo della fluorescenza di una molecola ftargeto fluorescente
(ad esempio fluoresceina) sotto un flusso costante e controllato di radicale perossido, generato per

decomposizione termica di un azo-composto. La velocita della decomposizione spontanea della fluoresceina

rall entata/inibita dal l-lar @aleism® geibne vieha sequasdper 80smsnuticca n't | f
l a quantificazione della capacit?” antiossidante =~ daf
rappresenta | 6ossidazione della fluoresceina, etialn asseil

2008; Lopez-Alarcon & Denicola, 2013) e viene generalmente espressa in Trolox equivalenti (acido 6-
idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico), ovvero la concentrazione di una soluzione di Trolox con una

capacita antiossidante equivalente a quella trovata per la soluzione testata (Magalhaes et al., 2008).

Questo metodo, frequentemente usato, pud essere applicato sia ad antiossidanti che presentano il cosi
detto filag timeo sia a quell:. che ne sono priwti | pu
ai lunghi tempi di misura; ii) alla conseguente probabilita che la reazione sia influenzata anche dai prodotti di
ossidazione secondari delle reazioni lente; iii) al fatto che il deterioramento della molecola ftargeto e la
protezione antiossidante siano lontane chimicamente e concettualmente da quello che avviene in un

substrato biologico (Frankel & Meyer, 2000; Magalhaes et al., 2008).

U Saggio TRAP (filotal Radical-trapping Antioxidant Parameterd

E6 stato sviluppat o per rietaanticdsidang dehplasmea zimaam lemetbaolsilbasa pr o p
sulla misura del tempo nel quale il consumo di ossigeno viene inibito dal plasma (che agisce da ftargetd

durante un processo perossidativo condotto da un flusso controllato di ROO’, generato dalla
decomposizione di un azo-composto (Wayner et al., 1985).

Nella versione originale del saggio TRAP veniva misurato il consumo di ossigeno mediante un elettrodo ad

ossigeno, in assenza ed in presenza di antiossidante; nelle versioni piu recenti viene privilegiata la metodica

spettrofluorimetrica, utilizzando la b-ficoeritrina come ftargetof | uor escente e | 6abilit”™ d
o] rall entare | Aidrgesosviere: adetérnoinata maetliante misure di intensita di fluorescenza
(Magalhaes et al., 2008) . La quantificazione =~ basata sulla dur
~ inibita dallbéantiossidante. Questa procedura rappr ¢
antiossi dant i pr e s e n tinoftre manda unicliterig univvoconperdstabilire il punto finale e questo

rende difficile confrontare i risultati ottenuti da differenti laboratori od operatori.

Peraltro, come il precedente, anche questo metodo, per modalita esecutive e specie chimiche coinvolte, non
€ in grado di mimare cid che avviene nei substrati biologici (Magalhaes et al., 2008).

b) Saggio della perossidazione lipidica

Lébossi dazione del | 6acifiow Dénsity bipogroteind vieme irtletth inepresen2a di (
ossigeno da Cu (Il) o un azo-composto. Se la reazione viene condotta in solvente organico, la progressione
del | -6asat dazi one pu, essere monitorata per via spettro

l unghezza déonda di massi mo aafermatdsii Saénmeteola reaeidone viierer o s si d
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condotta in micelle disperse in soluzione acquosa, che meglio mimano fenomeni che avvengono in vivo, la

cinetica di consumo di ossigeno non pud essere monitorata spettrofotometricamente, a motivo

del |l 6assoelbli dn@arq wa dneet &.6,UV2 (0Hu)a,ngma amper ometri cament e
Clark. In questo caso viene misurata la velocita di consumo di ossigeno in assenza ed in presenza di
antiossidante ed i risultati vengono generalmente espressi in termini di 1Csp, ovvero la concentrazione di
antiossidante che dimezza la velocita di consumo di ossigeno e quindi la perossidazione lipidica (Rossetto et

al., 2002). Comparato con gli altri saggi, questo metodo meglio riproduce in vitro la perossidazione lipidica

cosi come avviene in vivo, includendo come ftargetol 6 uso del |l 6acido I inol eico, I
membrane biologiche e quindi oggetto di naturale perossidazione (Niki, 2010).

Inoltre va considerato un aspetto fondamentale, spesso trascurato in letteratura: i metodi per la
determinazione delle proprieta antiossidanti di un composto devono tenere in considerazione la sua
lipofilicita, ovvero la capacita del composto stesso di trasferirsi dal mezzo acquoso, dove generalmente si
trova disciolto o disperso, al mezzo lipidico, dove avvengono i fenomeni perossidativi piu gravi (Pryor et al.,
1988).

c) Saggio della capacita di sequestro ( fiscavenging 0) di radicali stabili non -biologici

La diffusione di questo metodo €& dovuta alla sua semplicita e rapidita di esecuzione; inoltre sono metodi che
non richiedono una molecola ftargeto (soggetta a perossidazione) in quanto i soli componenti della reazione
sono la specie radicalica e la molecola antiossidante (Antolovich et al., 2002). Oltre a quelli specificatamente
riportati per ciascuna metodica, il lato debole generale di questa tipologia di saggi consiste nella gia citata

diversita chimica e meccanicistica con quanto avviene nei sistemi biologici.

0 Saggi o del2tadinabBsT3stiidenzotiazolin-6-solfonatol])

Il metodo prevede la formazione del radicale catione cromoforo ABTS ™ (2,2'-azinobis-[3-etilbenzotiazolin-6-
solfonato]), che presenta massimi di assorbimento a 414, 645, 734 e 815 nm.

Il metodo originale € basato sulla generazione del radicale ferriimioglobi ha che reagi sce con

formare il radicale catione ABTS*. In questa prima versione del metodo, il campione di antiossidante viene

aggiunto prima della generazione del " appanhigenerdtoevengaat i on e
immediatamentec onsumat o dall éanti ossi dant e. I tempo durante
di assorbanza dovut o vehel pdesoccomenmislra delthicapatit Brgiossidante del
campione (Miller et al. 1993) . Léor di n etiafla soluzigng € statotoggettd @i discusstoneg e
per |l a possibile reazione spuria fra | a molecola anti
ferril mioglobina. E6 stata quindi proposta wundantevari an

viene introdotto dopo la generazione del radicale catione ABTS " e viene registrata la differenza dei valori di

assorbanza prima e dopo | daggiunta della soluzione di

Sono state altresi proposte metodiche alternative nella produzione di ABTS™, nella misura del tempo di
reazione e nell adil umigserza adealdlodaas or b d puassereAgdnerats e mpi o
con biossido di manganese, AAPH o persolfato di potassio; si &€ proposto il valore di 734 nm di lunghezza

déonda di misura per minimizzare | dienerore dovuto a pos

| risultati sono generalmente espressi come equivalenti di Trolox.
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1 saggio =~ semplice e appl i cicdvengirgocaodn ainlalmestio ddoi dreol ult¢
essere attuata a differenti valori di pH permettendo quindi di verificare il variare del potere antiossidante di

una molecola al variare del pH; inoltre la solubilita di ABTS"i n acqua e solventi organi
con la stessa metodica di antiossidanti idrofili e lipofili.

| lati deboli della metodica sono dovuti alla necessita di preparare al momento in situ il radicale catione e la
dipendenza del risultato dal tempo di incubazione, parametro correlato alla differente cinetica di reazione dei
diversi antiossidanti (Magalhaes et al., 2008).

U Saggio del DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazile)

E6 basato sulla capacit”™ del |l 6anteDPRHs(2Hddemitlepicrididraziie)i d ur r €
alla corrispondente idrazina (DPPH-H) (Blois, 1958). La reazione comporta un cambio di colore dal porpora

del DPPH al giallo pallido di DPPH-H, che puo essere monitorato spettrofotometricamente (Fauconneau et

al., 1997) o anche mediante risonanza elettronica di spin (ESR) (Calliste et al., 2001; Izuta et al., 2009).
Recentemente é stata sviluppata una variante al metodo basata sulla riduzione amperometrica del DPPH

all el ettrodo di c ar b o n entevregistrata & proporzioaale ralla cancemtrazibreldili a cor
DPPH (Milardovic et al., 2006).

Questo metodo risente del pH e del solvente; inoltre alcune molecole antiossidanti di grandi dimensioni, che

reagiscono rapidamente con i radicali perossidi, hon possono essere quantificate con questo saggio per

motivi di impedimento sterico. Un ulteriore svantaggio deriva dal fatto che il radicale DPPH € un radicale
stabile dell 6azoto che non ha quindi si mil ar icdinvolticon gl
nella perossidazione lipidica. Inoltre sembra che alcune reazioni fra DPPH e polifenoli siano di equilibrio

(Huang et al., 2005). Il saggio € comunque molto utilizzato per la facilitd di esecuzione, nella versione
spettrofotometrica, e per la disponibilita commerciale del radicale libero stabile DPPH (Magalhaes et al.,

2008).

d) Saggi di valutazione della capacita riducente totale

Anche questa rappresenta una classe di saggi molto in uso, soprattutto il saggio Folin-Ciocalteu adottato

dalla Comunita Europea per la determinazione del contenuto totale di polifenoli (TPC) nei vini.

U Saggio di Folin-Ciocalteu (FC)

La metodica =~ basata sull 6ossidazione chimica dei com
chiamata reagente di Folin, costituita da acido fosfotungstico (HsPW1,04) e fosfomolibdico (HsPMo01,040)
che si riducono ad una soluzione di ossidi di colore blu (WgO, e MogOs3) . Léanal i si Vieni

spettrofotometricamente (Singleton & Rossi, 1965).

Questo metodo, seppure abbastanza semplice nella procedura, non e specifico per i composti fenolici, dato
che alcune specie interferenti come ammine aromatiche e acido ascorbico possono ridurre il reagente di
Folin, sovrastimando cosi il contenuto reale di polifenoli. Per tale motivo non pud essere applicato per la
determinazione del valore di TPC, a meno che il campione non venga soggetto a laboriosi pretrattamenti per
la rimozione degli interferenti; per tale ragione viene recentemente proposto per la misura di una generica
capacita riducente totale (Stevanato et al.,, 2004; Huang et al., 2005). Il metodo &€ comunque diffusamente
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utilizzato per la sua semplicitd e riproducibilita; i reagenti sono disponibili commercialmente e la misura

del |l 6assorbanza ad alte | un graneezdelle matrigi @imeraari. ie limitapdniz z a | e
oltre a quanto sopra riportato, concernono il l ungo t e
ad antiossidanti lipofili (Magalhaes et al., 2008).

0 Saggio FRAP (fFerric Reducing Antioxidant Powerd

Il saggio FRAP (fFerric Reducing Antioxidant Power mi sur a | dabi l it "™ di un anti oss
complessato con 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) [Fe(III)-(TPTZ)z]3+ a ferro () [Fe(II)-(TPTZ)2]2+,
intensamente coloratodiblu i n mezzo aci do. La capacit”™ riducente vi

assorbanza a 593 nm, assumendo una soluzione standard di antiossidante, generalmente acido ascorbico,

come riferimento.
Il saggio non & molto utilizzato per le sue molte limitazioni:

T il valore della capacita riducente pud essere influenzato da altre sostanze con potenziale di

riduzione inferiore a quello della coppia redox Fe(ll)/Fe(ll1);

1 vi possono essere antiossidanti che riducono lentamente il Fe(lll) complessato rispetto al

tempo consigliato di analisi (generalmente 4 minuti) e che quindi vengono sottostimati;

T gl antiossidanti che aghbseakdo ngol, amdrt s oonome u i

non possono essere quantificati;

1 la concomitante produzione di Fe(ll), noto pro-ossidante (vedasi a questo proposito la
reazione di Fenton riportata nel precedente Paragrafo 1.3), pud portare alla produzione di
addi zi onali specie radicadtal.c2608). del | 6ossi geno ( M

U Sagqi elettrochimici

La capacita riducente totale puo essere misurata elettrochimicamente, ad esempio tramite la metodica della
voltammetria ciclica. La capacita riducente & misurata attraverso tre parametri: i) il potenziale di ossidazione,
che indica la specifica capacita riducente del campione; ii) la corrente anodica di piccoei i i ) sottodtantee a

la curva anodica, che sono correlate alla concentrazione della specie riducente presente nel campione.

Matrici complesse, come ad esempio campioni biologici o di alimenti, spesso presentano piu di un singolo
componente che pu, essere ossidato all éelettrodo, OV VE
potenziale: in questo caso | 6ar ea sottesa alislilta il parametra preferibded pec &

guantificazione del potere antiossidante totale.

La tecnica basata su misure elettrochimiche presenta i seguenti vantaggi: a) il voltammogramma & ottenibile
sia in ambiente acquoso che organico; b) non sono necessarie preventive reazioni chimiche; ¢) possono
essere analizzati campioni intensamente colorati o torbidi (caso frequente nei campioni biologici ed

alimentari), situazioni non facilmente risolvibili per via spettrofotometrica.

La maggiore | imitazione di guesta tecnica sta nel f a
frequenza per rimuovere i residui di campione dalla superficie sensibile e mantenerne in tal modo costanti le
prestazioni (Magalhaes et al., 2008).
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e) Saggi di determinazione di individuali categorie di antiossidanti

A seconda del metodo, possono essere specificiperundampi a cl asse di composti, C

che contengono una struttura fenolica, o di specifici gruppi o strutture funzionali delle molecole.

U Metodo enzimatico (PE) per la determinazione del contenuto totale di polifenoli

Il nostro gruppo di ricerca (Stevanato et al., 2004) ha proposto un nuovo saggio enzimatico che misura il
contenuto totale di polifenoli (TPC) presenti in alimenti (té e vino). Questo metodo, che successivamente e
stato applicato con successo anche per creare una possibile scala di potere antiossidante di composti puri,
prende ispirazione dalla nota reazione di Trinder, <cat

modo specifico strutture fenoliche secondo la seguente reazione:

OH
\ 0
N + + 2H,0, . | @ + 4H,0
N
I n pratica il fenolo (o i polifenol i) subi sce 4dna re
amminofenazone, per effetto dell i drogeno perossido e con | 6

un prodotto fortemente colorato e quindi determinabile spettrofotometricamente.

Il metodo enzimatico (PE) & quindi una misura del contenuto totale di polifenoli a motivo della assoluta
speci ficit? del |l denzi ma per odell ibhaddil i p &NOH ferplici girsubpepti ur e
| 6ossi dazione monoel ettronica formando radicaldi f enos:c

azione antiossidante, cosi come sotto specificato (Stevanato et al., 2009):

Perossidasi +H,0, ¥2%- Compostol+H,0
Composto |+ AOH ¥3%4- Composto Il + AOT
Composto Il + AOH ¥34- Perossidasi + AOT

dove Composto | e Composto Il rappresentanodue di stinte struttur e iloadedledat e d

fenossile.

Sebbene il meccanismo preciso del metodo PE sia ancora incerto, la differenza di risposta fra composti

fenolici & probabilmente dovuta alla differente nucleofilicita dei corrispondenti radicali fenossili e quindi alla

relazione struttura-reattivita di tali composti. Questa considerazione spiegherebbe anche i differenti risultati

che si ottengono applicando i met odi PE e FC (Ma & C
coefficiente di estinzione molare del composto colorato che si forma dalla reazione di condensazione
perossidativa varia, seppure non in modo macroscopico, al variare della struttura del polifenolo.

Questo saggio € stato considerato piu appropriato e di piu facile applicazione rispetto ai due altri metodi piu

in voga Folin-Ciocalteu (FC) e DPPH. Léanal i si ~ veloce ed i risultaf
sostanze, come acido ascorbico, acido citrico e solfiti che invece agiscono da interferenti in modo
significativo nel metodo Folin-Ciocalteu (Ma & Cheung, 2007; Stevanato et al., 2009).

U Determinazione del contenuto totale di flavonoidi

1 Metodo del cloruro di alluminio
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Questo metodo (Smirnova & Pervykh, 1998) permette la determinazione del contenuto totale dei soli
flavonoidi. Il principio di base si fonda sul fatto che | 6 al | u mi AICh) focma @ompless con i gruppi
orto-di-ossidrilici, il gruppo cheto C4 ed i gruppi ossidrilici C3 o C5. In ambiente acido il complesso con i
gruppi orto-di-ossidrilici € labile mentre risultano piu stabili i complessi fra il cheto gruppo C4 e gli ossidrili C3
0 C5 (Smirnova & Pervykh, 1998).

La formazione del complesso & associata ad uno shift della banda di assorbimento UV, cosi che la
l unghezza doéondeorbichento edailsredativin ooeffeciense di estinzione molare dipendono dal
flavonoide investigato. Un ulteriore punto debole del metodo consiste nel fatto che & adatto ad identificare
solamente alcune sottoclassi dei flavonoidi, ovvero i flavoni (flavonoidi che contengono un carbonile C4) e

flavonoli (flavoni che contengono un ossidrile C3), i quali contengono la struttura necessaria per la

formazi one dei compl essdtalc,on200862a)l.] ufme mti ant(oChlathgyws o di

determinazione dei flavonoidi porta ad una sottostima del contenuto dei flavonoidi stessi, dato che alcune

sottoclassi non vengono determinate.

1 Saggio del DNPH (2,4-dinitrofenilidrazina)

Il metodo si basa sulla reazione fra 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH) e composti carbonilici (chetoni o aldeidi)
per formare 2,4-dinitrofenilidrazone, che presenta un massimo di assorbimento a 495 nm. La metodica
quindi e applicabile solamente a flavonoidi che contengono un gruppo carbonilico e, come nel metodo
precedentemente discusso, presenta il grande limite di non poter determinare le altre sottoclassi di flavonoidi
(Chang et al., 2002).

3.1. Misura delle proprieta antiossidanti di campioni di alimenti con differenti saggi e

correlazione dei risultati ottenuti

Con | 6eccezi enmierche rivolte poprattutfo allo studio della correlazione fra struttura chimica e
caratteristiche antiossidanti, nella maggior parte dei casi i saggi per la determinazione delle proprieta
antiossidanti vengono effettuati per ragioni applicative a campioni reali di alimenti. Per quanto sopra esposto,
si & voluto completare la valutazione critica dei differenti saggi per la determinazione del potere
antiossidante di composti con la misura, applicando alcuni dei differenti metodi citati, delle proprieta
ant i ossi dant.i di campi oni di frutta brasiliana, o]

del Campus Universitario di Botucatu (Brasile).

Nel lavoro, pubblicato su fBioMed Research Internationalo [Gregoris, E., Pereira Lima, G. P., Fabris, S.,
Bertelle, M., Sicari, M., & Stevanato, R. (2013). Antioxidant properties of brazilian tropical fruits by correlation
between different assays. BioMed Research International, 2013, 1-8], si sono determinate le proprieta
antiossidanti di 17 differenti frutti, alcuni dei quali poco noti ed investigati, misurandone il contenuto totale di
antocianine, acido ascorbico e acido idrossicinnamico, ed applicando le quattro differenti metodiche
analitiche di Folin-Ciocalteu, DPPH, enzimatica e di inibizione della perossidazione lipidica. Le serie di dati
ottenute applicando le quattro differenti metodiche per la determinazione del potere antiossidante sono state

quindi messe a confronto per evidenziare le possibili correlazioni.

Dalla Figura 3.2, dove vengono riportati i grafici delle correlazioni che hanno dato un minimo di risultato, si

nota chiaramente la scarsissima correlazione, a conferma che le metodiche analitiche impiegate misurano
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ciascuna un parametro che & certamente legato alle proprieta antiossidanti della molecola investigata, ma
che non presenta relazione lineare con i risultati ottenuti applicando le altre metodiche. Peraltro la questione
é stata ampiamente dibattuta in letteratura, anche se nessuna proposta alternativa, che si avvicini a quanto
avviene in vivo, e che si basi su un modello meccanicistico razionale e condiviso, & stata sino ad oggi

avanzata.
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Figura 3.2. Correlazioni fra misure di attivita antiossidante di frutti brasiliani applicando le quattro differenti metodiche di
inibizione della perossidazione lipidica, DPPH, enzimatica, Folin-Ciocalteu. | dati sperimentali sono espressi in
concentrazione mM di catechina equivalente (CE), mentre il dato di inibizione della perossidazione lipidica & riportato
come il reciproco della concentrazione di antiossidante che dimezza la velocita di consumo di ossigeno (1/1Csg).
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Si continuano ad utilizzare metodiche che sfruttano condizioni di ossidazione accelerata con |l
coinvolgimento, come innesco, di un iniziatore radicalico chimicamente indotto, o di un parametro fisico
come ad esempio | 6esposizione alla luce o |l a temperat:
transizione) e con | 6i mpiego di si st emi model |l o che i
biologica (Antolovich et al., 2002); mentre nella selezione di un metodo di analisi, in particolare di reazioni
biologiche o di matrici complesse quali sono la generalita degli alimenti, le condizioni sperimentali di analisi,
il substrato, i componenti presenti nella cella di misura e le loro concentrazioni dovrebbero in realta simulare

il pit possibile il sistema reale o in vivo (Karadag et al., 2009).

Si conferma quindi, cosi come affermato nel paragrafo Scopo della tesi, la necessita di individuare una
metodica analitica efficace per tale determinazione che: i) nella sperimentazione in vitro, si avvicini quanto
piu possibile ai processi che avvengono in vivo; ii) misuri dei parametri che abbiano significato
meccanicistico; iii) permetta di creare una scala di potere antiossidante delle molecole/principi attivi piu
diffusi nella dieta.

I n questdottica, nell a prosecuzione del progetto di t e
perossidazione lipidica in quanto appare il sistema in vitro che piu si avvicina a quanto avviene in vivo

(Rhayem et al., 2008), per le seguenti ragioni:

U si misura il consumo di ossigeno coinvolto nella reazione di perossidazione lipidica, reazione che in
vivo comporta comprovati danni gravi alla salute (Halliwell & Chirico, 1993; Spiteller, 1998, 2001 e
2007; Barrera, 2012);

U il fiargeto della reazione di perossidazione inviro~ | 6aci do | i nol ei co, un aci
presente in forma esterificata negli organismi (soprattutto nelle membrane cellulari) ma anche in
molti alimenti (per esempio gli oli di origine vegetale e negli alimenti loro derivati) (Lodish et al.,
1995; Nelson & Cox, 2014);

0 la misura avviene per via elettrochimica, con | &

| 6escl usi o ragentiestranei@liprocgdso peressidativo;

0 | 6ambi ente di reazione =~ acquoso, nel gual e sono
linoleico, che bene mimano per struttura molecolare e supramolecolare le membrane cellulari
(Barclay et al., 1984; Dai et al., 2009; Mihaljevic et al., 2011);

U0 nel mezzo di reazione vengono aggiunte le molecole con supposte proprieta antiossidanti, sia
idrofile che lipofile, senza alcun cambiamento nelle condizioni sperimentali, oppure matrici alimentari
tal quali, di cui, come riportato nel Capitolo 8, verra determinato il potere antiossidante senza
laboriose e poco affidabili estrazioni con solventi.
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Capitolo 4

Perossidazione lipidica: meccanismo ed inibizione

4.1. Inibizione della perossidazione lipidica

La capacita di seque st r ar e speci e radicaliche al tament e reatt
considerarsi la caratteristica che meglio definisce un antiossidante.

Al fine di confrontare | 6ef fetto nei confronti dell a perossn dazi o
letteratura per le loro caratteristiche antiossidanti, si sono effettuate delle misure, alle condizioni sperimentali

precedentemente riportate, di nove specie antiossidanti dalle differenti caratteristiche chimico-fisiche,

riportate in Figura 4.1, adiff er enti concentrazioni n®Wfds810hMMervallo com
HO
O
AOH: tocoferolo
(2R)-2,5,7,8-tetrametill-2-[(4R,8R)-(4,8,12-trimetiltridecil)]-6-cromanolo
HO HO
OH
O (0]
O
AOH: pentametilcromanolo AOH: trolox
2,2,5,7,8-pentametill-6-cromanolo acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico
OH OH
HO
(@]
HO
O
AOH: BHT AOH: lauril gallato
2,6-di-tert-butil-4-metilfenolo dodecil 3,4,5-triidrossibenzoato
OH OH
HO‘@ "o
OH HO
AOH: resveratrolo AOH: pirogallolo
3, 5triidrdssi-trans-stilbene 1,2,3-triidrossibenzene
OH
o O OH
HO OH
AOH: acido gallico AOH: acido ascorbico
acido 3,4,5-triildrossibenzoico (5R)-[(1S)-1,2-diidrossietetil]-3,4-diidrossifuran-2(5H)-one

Figura 4.1. Formule di struttura, denominazione corrente e nomenclatura IUPAC delle nove molecole antiossidanti
investigate. Per una migliore facilita di lettura delle tracce ossigrafiche, ciascun antiossidante viene rappresentato con un
proprio colore caratteristico secondo il seguente codice colore: Tocoferolo, rosso; Pentametilcromanolo, vino; Trolox,
magenta; BHT, verde oliva; Lauril gallato, viola; Resveratrolo, blu; Pirogallolo, giallo scuro; Acido ascorbico, ciano scuro;
Acido gallico, arancio.
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Le tracce ossigrafiche ottenute per la serie di antiossidanti investigati sono mostrate nelle Figure 4.2a-i.

a) Tocoferolo
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c) Trolox

[OZ]au
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d) BHT
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e) Lauril gallato
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f) Resveratrolo
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g) Pirogallolo

[OZ]au
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h) Acido ascorbico
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i) Acido gallico

[OZ]au

(*1q'3mlv|)l . 0 05 1 2 345

' | ' | | ' | ' | | :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Tempo (s)

Figura 4.2a-. Tracce ossigrafiche registrate c¢ondih preskneat (totore)ddo d i C
antiossidante ai valori di concentrazione indicati. Condizioni sperimentali e significato della grandezza in ordinata [O2]ay
sono descritti nel testo.

I parametri che si possono derivare dal | e dettaglatiirer dal |

Figura 4.3, sono:

a) pendenze e velocita iniziali (Burton & Ingold, 1981; Pryor et al., 1985; Denisov & Khudyakov, 1987;
Pryor et al., 1988 e 1993; Bowry & Ingold, 1999; Yu et al., 1999; Bedard et al., 2001; Huang et al.,
2005; Krumova et al., 2012);

b) fil ag (Niki enal.01984);

c) andamenti concavo e convesso (Laguerre et al., 2007);

d fzero. ti mebo

I pri mi tre parametri sono stati presentat.i e discuss
guesta tesi. Nel Capitolo 5 si discute del primo parametro e della elaborazione dei dati ricavati dalla misura

delle velocita iniziali. Gli altri parametri sono discussi nel Capitolo 6.
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a "lag time"

= N S O SDS+ABIP
o (IO, /),

& -~ -

[OZ]au

\ SDS+LH+Trolox+ABIP

. "zero time"

ZT 0| ZT i
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
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Figura 4.3. Tracce ossigrafiche registrate: con micelle di solo SDS ed iniziatore radicalico ABIP; con la presenza anche
di acido |Iinoleico (LH); con | 6ulteriore presenza dell dant
verranno presi in esame nei capitoli successivi.

4.2. Meccanismi di perossidazione lipidica e della sua inibizion e

Léandamento dell e tracce ossigrafiche ed i parametri
illustrato nello Schema 4.1. Altri schemi, che in genere presentano una scelta parziale di reazioni, sono stati

proposti in letteratura (Burton & Ingold, 1981; Pryor et al., 1985; Denisov & Khudyakov, 1987; Pryor et al.,

1988 e 1993; Bowry & Ingold, 1999; Yu et al., 1999; Bedard et al., 2001; Huang et al., 2005; Krumova et al.,

2012) per razionalizzare | 6azi on(NNId)ed la gapacitar di tcantrasto d i r
del |l 6ant (AOH)si dant e

Le lettere (a), (b), (c) e (d) designano gli stadi di iniziazione, propagazione, inibizione e terminazione. Le
reazioni che descrivono uno stadio sono indicate dalla lettera corrispondente seguita da un numero

progressivo.

Il sistema di reazioni descritto nello Schema 4.1 avviene nelle due fasi distinte acquosa e lipidica,
g uest 6ultoiedalifatico eldlle micelle di sodio dodecil solfato. Tutte le specie sono potenzialmente
presenti in entrambe le fasi con | deccezi on(eH),ddel dudd dedvatidl.g LOOi enLOOH i ¢ 0
radicalici e non radicalici, che, come ampiamente riportato in letteratura (Barclay et al., 1985; Pryor et al.,
1985), sono permanentemente confinati nella fase micellare per la loro natura decisamente idrofobica. In
guesta stessa fase avvengono pertanto le reazioni in cui sono coinvolti. Nel Paragrafo 5.5 si descrivono

esperimenti e considerazioni che validano questo assunto.
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(a) Iniziazione

al | InNNIn %2%5- 2In"T+ N,
a2 | n"+ 0, %%- InoOT
a3 | no0"+ LH%%- InooH + L'
a4 | In"+ LH%%- InH + LT

(b) Propagazione

bl | "+ 0,%%%- LOO"
b2 | LOO"+ LH¥Y%- LOOH + LT

(c) Inibizione ad opera di AOH

cl | in"+ AOH%%%- InH + AOT

c2 | Inoo" + AOH %:%- InOOH + AO'

c3 | L" + AOH%:%%- LH + AO"

c4 | LOO"+ AOH%:%4%- LOOH + AOT

(d) Terminazione (PNR: Prodotti Non Radicalici)

di | A0"+ A0"44- PNR

LOO" + LOO" 144- PNR
INOO" + IN00"144-  PNR
InOO" + LOO"145- PNR
Loo"+ AOT144- PNR
IN00" + AOT145- PNR

Schema 4.1. Mecca n'i s mi di perossidazi one (LHadiddaliindé& i deloln®a aidd o pleir mo
(AOH). Gli stadi sono definiti da |l ettere, mentre |l e singole r
Nello stadio di iniziazione (a), la reazionealconcerne | a decomposi zione termic

(INNNIn), nel caso specifico ABIP, generando il radicale In'. In letteratura sono stati proposti molti differenti
iniziatori radicalici, accompagnati da considerazioni concernenti il meccanismo di azione e la velocita di
generazione dei radicali (Pryor et al., 1988 e 1993; Bowry & Ingold, 1999; Yu et al., 1999; Zennaro et al.,
2007). Alla luce dell dequazione proposta nel @rziplitatdio | o 5,

azione risultano irrilevanti.

La reazione a3, che genera il radicale L', da inizio allo stadio di propagazione (b), in cui le specie L' e LOO
vengono continuamente consumate e rigenerate. Poiché la specie LH e le specie derivate sono presenti in
tutte le reazioni che descrivono lo stadio di propagazione (b), questo stesso stadio & rigorosamente

confinato nella fase lipidica.

Nell o stadio di i ni bizione (c) S i consi de (A®H)acontiut t e
radicali In", InOO", L' e LOO'.

Si assume, in accordo con quanto riportato in letteratura (Barclay et al., 1985; Denisov & Khudyakov, 1987;
Bowry & Ingold, 1999; Bedard et al., 2001), che i radicali In" e L', generati nello stadio di iniziazione e nello

stadi o di propagazi one, reagiscano con | 6osa2iegpd,no i n
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rendendo trascurabili le reazioni competitive, a4 con LH, c1 e c¢3 con AOH, almeno per il tempo in cui

| 6ossigeno ~ presente.

Questo assunto non pregi ud (AOH). Nororsutta recessaria, enfatti, pastolare os s i d
che le reazioni c1 e c3 siano dello stesso ordine di grandezza delle reazioni a2 e b1l. Per wunodefficac
di i nibizione = sufficient e, rehzioeex2 onpeerdil aA@H ad wel |réaaditad
descritto come fetalt,ar2d®d®) ,( Lamgpwere el 0,aenzionercé pesladuala adi c a
viene descrit-boealared.ficlhai ned@0 coin dbBod :OPenostaron s o

descritte. Queste considerazioni verranno dettagliate e validate nel Paragrafo 6.3.2.

Le reazioni dello stadio di terminazione (d) sono reazioni fra radicali, che avvengono con costante di velocita

mol to alta, ma c¢he r i c hdhesdtrmmantehute ia coaneemraziome minima in ®rpae c i e
delle reazioni con ossigeno o AOH. Solo il radicale AO" pu0 arrivare a concentrazioni relativamente elevate;
tuttavia | 6incontro ddreismaneét al damé at er eiamprooleabi l e all

reazione, periodo nel quale si misurano le velocita iniziali utilizzate nel Capitolo 5.

Le reazioni che, a vario titolo, sono state considerate irrilevanti sono marcate nello Schema 4.1 con colore

grigio.
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Capitolo 5

Perossidazione | ipidica: | 0approccic

Il sistema di equazioni differenziali, che descrive il complesso delle equazioni chimiche riportate nello
Schema 4. 1, non =~ integrabile per via analitica,

chimica al, | Gunica i n cui l e variabi |l i sono solo 2 e

Di conseguenza, diviene necessario ricorrere alla valutazione di un parametro empirico che, per dare un

significato quantitativo alldandamento delle tracce

iniziali determinate in assenza (pedice 0) o in presenza (pedice A) di antiossidante (AOH) a differenti
concentrazioni, indicate come T (d[O]a/dt) € T (d[O,]a/dt)a rispettivamente. Esse sono determinate attraverso
la stima della migliore retta che passa per i primi punti delle tracce ossigrafiche sperimentali.

Dato che | daggi umta&, déloli duwlzti amoreeagei cali co ABI P,

del sistema e quindi delle tracce ossigrafiche, le misure sono state effettuate con un ritardo di 20 secondi per
permettere al sistema di recuperare. Le rette di determinazione delle pendenze sono state pertanto tracciate
sulle tracce comprese fra 20 e 180 punti (ogni punto rappresenta 1 secondo); solo nel caso di tracce
ossigrafiche molto piatte (come nel caso di antiossidanti molto forti come tocoferolo, pentametilcromanolo,
trolox e BHT), le migliori rette sono tracciate su un intervallo compreso fra 20 e il valore massimo di 1200

punti.

5.1. Relazione fra velocita di consumo di ossigeno e concentrazione di antiossidante

Una relazione fra i (d[O,]/dt), ed il rapporto [LH]/[AOH] ¢ stata inizialmente proposta in letteratura (Burton &
Ingold, 1981) e frequentemente utilizzata in seguito, ma solo per determinazioni ad una singola

concentrazione di AOH (Niki et al., 1984; Pryor et al., 1988; Yu et al., 1999):

_n Ko [LH
- (@O:d0s =Ry oy (5.1)

dove R = la velocit”™ di scomparsa dell é6iniziatore

= - (d[INNNIn ]/dt) =K, [INNNIn ]

Lébequazione (5. 1) ri chi edeta [Di, deloconvestitoei ampeeometdon |in a

concentrazioni reali [O,]. Questa conversione necessita della determinazione indipendente della

p a

gui nd

0s

radi

ri s

concentrazione di ossigeno all dédinizio eta,l1986)elsofrelai ment

velocita R deve essere parimenti misurata in un ulteriore esperimento indipendente (Burton & Ingold, 1981).

| valori riportati nel presente lavoro sono il risultato di determinazioni fatte a concentrazioni costanti di SDS,
LH a ABIP, ma a concentrazioni variabili di AOH. Per tutti gli antiossidanti, sono state effettuate misure alle
concentrazioni di 0.5, 1, 2, 3, 4, 510° mM ed ogni misura & stata ripetuta 3 volte. Le misure sono

rappresentate come media e deviazione standard.
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Quando questi dati sono diagrammat i secondo | 6equazione (5.1), si
in Figura 5.1: non si osserva alcuna correlazione anche minimamente lineare, piuttosto sono rintracciabili
andamenti asintotici; inoltre risultati da antiossidanti diversi mostrano un non accettabile grado di

sovrapposizione.

0.040
m  Tocoferolo
m  Pentametilcromanolo
B Trolox
0.035 = BHT
m  Lauril gallato
m  Resveratrolo
= Pirogallolo
u Acido ascorbico
0.030 u  Acido gallico T

-(d[O,]. /dt),

0 5000 10000 15000 20000
[LH]/[ACH]

Figura 5.1. Andamento delle velocita di consumo di ossigeno T (d[O2]a/dt)a con i rapporti [LH]/[AOH], come da

equazione (5.1) per la serie di antiossidanti presi in esame. Ogni punto rappresenta la media di 3 misure, con deviazioni
standard. Le curve sono mostrate solo come aiuto Visivo.

Risultati piu accettabili si riescono ad ottenere quando la variabile indipendente (ascissa) e la variabile
dipendente (ordinata) sono convertite nei loro reciproci, analogamente a come si opera con il diagramma di

Lineweaver-Burk, adottato per la determinazione di parametri cinetici enzimatici (Lineweaver & Burk, 1934),

ovvero quando | 6equazione (5.1) viene trasformata
1 k, [AOH]

- 1/(d[O /dt), ==-ArX—1 5.2

(e02Jau /80 = 23 2 (5.2)

| risultati riportati in Figura 5.2 evidenziano andamenti caratterizzati da un accettabile grado di correlazione
lineare. Le pendenze sono legate alle grandezze [O;],, rappresentate da valori arbitrari, e sono pertanto
prive di un significato quantitativo; tuttavia si pud pervenire ad una sequenza qualitativa del potere inibente
dei diversi antiossidanti nei confronti della perossidazione lipidica. Le intercette inoltre appaiono convergere
verso un valore comune abbastanza definito.

Il confronto fra Figura 5.1 e Figura 5.2 evidenzia un sicuro miglioramento nella presentazione dei dati, e
lascia intravedere la possibilita di giungere a conclusioni piu affidabili. Diventa pertanto desiderabile la
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ricerca di una equazione di maggiore valenza, che possa venire derivata da considerazioni cinetiche

(teoriche) o anche solo empiriche.

1600
m  Tocoferolo
4 ® Pentametilcromanolo
B Trolox
1400 o = BT
m  Lauril gallato
] ® Resveratrolo
®  Pirogallolo
= Acido ascorbico
12004 = Acido gallico

1000 —

au

A/(d[O]]. /dt),

0.0000

0.0001

0.0002

0.0003 0.0004 0.0005

[AOCH]/LH]
Figura 5.2 Correlazione dei valori 1 1/(d[O2]au/dt)a con i rapporti [AOH]/[LH].

5.2. Strategia basata su considerazioni cinetiche

Il sistema di equazioni differenziali associato al sistema di reazioni descritto nello Schema 4.1, o ad altri

sistemi di reazioni, non €& suscettibile di

alalppr ossi mazi one fisteady

integrazione analitica. Si

potrebbe
stateo,

ricorrere pertanto

Zennaro et al., 2007), ma questa strategia risulta opinabile anche se applicata ad una sola specie (Volk et

al., 1977, Steinfeld et al., 1989), e pud diventare assolutamente fuorviante quando vi sono coinvolte 2 o piu

specie (Giddings & Shin, 1962; Steinfeld et al., 1989). Sono state presentate in letteratura relazioni, derivate

da un trattamento

fi st e a ddyequaztor suscettibili di uren cqorispondenragconnio  a

risultati sperimentali (Yu et al., 1999; Zennaro et al., 2007). Tuttavia queste relazioni sono derivate da una

selezione limitata delle equazioni chimiche dello Schema 4.1, in assenza di una giustificazione razionale per

la scelta.

Il nol tre, | 6applicazione

del | 6approssi mazi one

isteady

insanabili, come ampiamente verificato seguendo approcci differenti e come esplicitamente riportato in

letteratura (Steinfeld et al., 1989).

Itrattamento dell e equaz

dungqgue dalla considerazi

reciprocamente incompatibili.

ioni Aintegrateo

one dell e stesse

deri vate

equazi oni

dal

i
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5.3. Strategi a empirica

Considerando i risultati emersi dal precedente trattamento cinetico, in questo lavoro viene fatto affidamento
ad una diversa strategia, basata sul concetto empirico di reazioni competitive (Erben-Russ et al., 1987,
Tubaro et al.,, 1996 e 1999). La v el oci t”~ iniziale misurata per | a sc
del | 6 ant (AOW)siem @asta & correlazione con la velocita iniziale misurata in assenza di AOH,

corretta per il rapporto fra la reattivita di LH e la somma delle reattivita di LH e AOH:

Ko[LH]

- (d[OZ]au/dt)A ='(d[02]au/dt)0 Kk [LH] +k [AOH]
0 A

Lébespressione viene riformuj,eomasegu&eon definizione del r
= B (d[OZ]aU/dt)O - kO[L|_|] +kA[AO|_|] =1+k_A[AO|_|] =1+ D[AO"'] (53)
- (d[O,],,/dt) o Ko[LH] Ko [LH]
dove
o =K
Ko[LHI

Le velocita iniziali fanno riferimento ad un valore di [LH] che viene mantenuto costante per tutti gli

esperimenti descritti nel presente lavoro. Questo valore pud pertanto venire trasferito sotto la definizione di

pendenza, indicata ora dal si mbretdioMU, che acquista qui
Per queste equazioni, il rapportojy corr el a | i nearmente con [ AOH] /[ LH] o
dell e ordinate risulta prossi ma al val ore 1. Tut ti gl i
i n | i nea ziane(.3),lcéme gsulta dalle Figure 5.3a-b. Le pendenze U e le deviazioni standard sono

riportate in Tabella 5.1.
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4 ® Tocoferolo
m  Pentametilcromanolo
45 - = Trolox
m BHT
- ®m Lauril gallato
B Resveratrolo
404 = Pirogallolo
u Acido ascorbico
9 = Acidogallico
35 4
30
25 —
O- i i
20 —
15 —
10 H
] /
/
5 - /
/ e ———— 7___. —
0 | ! | ! | ! | ! | ! |
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[AOH] (mM)
20
B Tocoferolo
m  Pentametilcromanolo
®  Trolox A
4 m BHT
m Lauril gallato
B Resveratrolo
= Pirogallolo
m Acid rbi
15~ & ‘assopakon
10 — 1
G
5 - /
| / /
) B cmnsamna—
/ e ————— ®
—/-)
0 I ! | : | ! | ! | ! |
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[AOH] (mM)
Figura 5.3a-b. Corr el azi one del parametro J} con le concHEAesZi oni d

mM. Le pendenze U  z/ko[kH] sono riportate in Tabella 5.1. Figura 5.3b. Dettaglio di Figura 5.3a.
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Tabella 5.1. Antiossidanti (AOH) i nvesti gati e |l oro poteri di inibizione,

condizioni sperimentali riportate in Materiali e Metodi.

AOH U
(mM™)
Tocoferolo 8400+300
Pentametilcromanolo | 6200+200
Trolox 1600+£100
BHT 15004100
Lauril gallato 610+30
Resveratrolo 45030
Pirogallolo 300+40
Acido ascorbico 175+15
Acido gallico 130+30

O|O(N|O|UA|WIN| -

| vantaggi of f er tiil i dcazlol 6did | (5.3), eispetta alle preeedenti riportate in letteratura, sono

evidenti.

Nellbasse dell e ordinat e adimensi@aler}itrn due tvedotita iniziali di coasprpoodr
ossigeno ricavate dalle misure sperimentali. Inoltre tale relazione prescinde dalla conoscenza della
concentrazione iniziale di ossigeno [Osl.,, v al € a dire il wvalore di C amica
condizione che la coppia di misure in assenza ed in presenza di inibitore debba essere condotta
esattamente alle stesse condizioni sperimentali. Per questo motivo, la cella ossigrafica, riempita con la
dispersione micellare, e nel caso con la soluzione di antiossidante (AOH), viene lasciata aperta, sotto
agitazione, ed in contatto con l'atmosfera per almeno 30 minuti, al fine di avere la garanzia della saturazione
di ossigeno nella soluzione di misura. Le due misure differiscono cosi solo per la presenza di AOH, che pero
e presente in concentrazione talmente bassa da non alterare fisicamente la concentrazione iniziale di
ossigeno. Le tracce ossigrafiche pertanto possono essere espresse in unita arbitrarie [O,],, € hon diventa
i ndi spensabile |l a determinazione della concentr
sperimentali.

Léeqgquwaezi(db. 3) risulta inoltre indipendente dall a
(INNNIn), mentre al contrario le equazioni (5.1) o (5.2) necessitano della conoscenza di questi parametri
sperimentali (Burton & Ingold, 1981; Pryor et al., 1988). Si dara nel Paragrafo 5.5 una dimostrazione

sperimentale di questa asserzione.

5.4. Individuazione della traccia ossigrafica di riferimento

Le Figure 4.2a-i individuano due andamenti delle tracce ossigrafiche, che sono stati classificati (Laguerre et
al., 2007) come convesso (per gli antiossidanti piu forti) e concavo (per quelli piu deboli). Questi andamenti

sono cumulativamente rappresentati anche nella Figura 6.1. Per gli antiossidanti piu forti si possono notare

(0

ent e i

az

0 n ¢

natur

pendenze diverse fralasituazi one i n cui | 6anti ossidante =~ ancor a

| 6 ant i o sesauridoaGomnesriportato in Figura 4.3, la prima pendenza viene definita come i (d[O]a./dt)a,
mentre la seconda come i (d[Oy]a/dt)e. In alcuni lavori (Pryor et al., 1985), e per qualche antiossidante,

guesta seconda pendenza é stata ritenuta dello stesso valore della pendenza i (d[O]./dt)o misurata in

op

assenza di antiossidante. Si pu, pertanto postul are che il rapporto

con una sola misura:
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_ - (d[O,]u/dt)e
- (d[O, ], /dlt)

La pendenza i (d[O,]./dt)e risulta facilmente individuabile per gli antiossidanti tocoferolo e
pentametilcromanolo, e di piu incerta definizione per trolox e BHT. In tutti i casi comunque non pud essere
considerata come velocita iniziale alla concentrazione iniziale di ossigeno, in quanto una definita quantita ne
viene comunhgque consumata nel tratto in cui | 6anti ossi
potenti. La non equivalenza fra 7 (d[O,]../dt)e e T (d[O2]a/dt)o Viene graficamente rappresentata nelle Figure
5.4a-d . I n esse |l a traccia in nero e |l a traccia in color
relative interpolazioni lineari. Anche nel caso degli antiossidanti piu potenti sono rilevabili differenze non
accettabili. Di conseguenza in questo lavoro di tesi, per ragioni di necessita e soprattutto di uniformita, nella
definizione del rapporto |} (d@e/dt,cicaeati delleitraccezossigtafiches ol o |

registrate in assenza di antiossidante.

a) Tocoferolo

0 T I 1 I T I T I T I
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

[Tocoferolo] (mM)

a7



b) Pentametilcromanolo

40

0
; I ; I ! I : I ! I
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

[Pentametilcromanolo] (miM)

c) Trolox

0
; I ; I ! I : I ! I
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

[Trolox] (mM)
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d) BHT

(o
0 T I 1 I 1 I T I 1 I
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[BHT] (mM)

Figura 5.4a-d. Di pendenza dei val ori dei par ametri } e } 6 dalla <co
condizioni sperimentali. Per il significato dei valori J e } 6 si veda il testo.
5.5. Significato chimico dei coreagenti ABIP, SDSelL H
Nei formal i smi del |l 6equazione (5. 3), l a concentrazion

concentrazioni di SDS e ABIP. Resta comunque desiderabile accertare il ruolo svolto da questi composti e

come | e |l oro concentrazioni influiscano sulle wvariazi
ri mane da stabilire | 6esatto significato del Iladicnotnecreon:
volume della cella ossigrafica, oppure al volume della sola fase lipidica presente, ovvero il volume reale delle

micelle di SDS.

L6indi pendenza dell e pendenze dalla concentrazione di
viene ora confermato dalla Figura 5.5, dove si riscontra che per gli antiossidanti investigati, che sono
sufficientemente rappresentativi dell duniverso degl i a
i valori del par amet rpoe nll end i o dcaH il ar acnwenncteen tir madzii o ni di
mM.
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7000 -]
6500 -
6000 3

1500- : E i

1000 —

Tocoferolo
Trolox
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500 —

| T T ! T
2 3 4

[ABIP] (mM)

Figura55. Corr el azi oni del parametro U con |l a concentrazione di
serie di antiossidanti.

Misure condotte a concentrazioni diverse di LH o di SDS hanno condotto a risultati non facilmente
interpretabili. Tuttavia si perviene ad unvalorec ost ant e dei val ori di pendenza

costante il rapporto [LH]/[SDS], come risulta da Figura 5.6 per i precedenti antiossidanti investigati.
Da questo risultato si possono trarre tre conclusioni importanti:

1) l 6anti odBGH) cdampete per | 6ossigeno contro una concen

(LH), quale é quella presente nelle micelle, per rapporti costanti di [LH]/[SDS];

2) | 6aci do (LH)ie hsodi deiivatid', LOO e LOOH sono presenti nella fase lipidica micellare e vi
operano in maniera esclusiva. Questo dato rappresenta una conferma sperimentale di ipotesi
speculative presenti in letteratura (Barclay et al., 1985; Pryor et al., 1985);

3) lasostanziale costanz a d e | val ore del parametro U per valori
per antiossidanti forti, in genere considerati lipofili, che per antiossidanti deboli, considerati idrofili
(Pryor et al., 1985 e 1988). E certamente vero che per antiossidanti forti lipofili il processo di
inibizione coinvolge soprattutto la reazione ¢4 nello Schema 4.1 i attacco di AOH su LOO' in
undazi onebrde akiicrhgad et(al, 2007) sullorstadio (b) di propagazione, che ha luogo
nella fase lipidica. La costanz a del val ore di U anche nel caso d
significare che la reazione c4 rimanga piu importante della reazione c2 i attacco di AOH su InOO’,
in undazione <come éefal.e20ysdlle stadio (a)l dhigiziazione, €he pud avere

luogo sia in fase lipidica che in fase acquosa.
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[LH] (mM)
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8500 E
8000 E }
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6500 -]
6000 3

1500 ] 4 ; .

1000 —

Tocoferolo
Trolox
BHT

A}
A\
AN

o (MM

500 - -

0 | ! | ! :I
50 75 100

[SDS] (mM)

Figura 5.6. Dipendenza del parametro U da val or i di fferenti di concentrazione
rapporto [LH]/[SDS].

Léotteni mento di ri sul t aizzabilimuamdo iirapporti fLH]/ESDS] veagorto eambiatiz i o n a |
merita un ultimo commento. Molti diversi fattori sono certamente coinvolti nella formazione del complesso

micellare SDS/LH; questi fattori rimangono nascosti, e quindi non descrivibili, quando il rapporto [LH])/[SDS]

resta costante, ma possono intervenire in maniera non chiaramente definita quando il rapporto varia.

Uno di questi fattori & la morfologia del complesso micellare. Per una concentrazione di SDS 50 mM e per
un Afaggregati on n s ethak rl998; @erret, 2005; QBeat lale 2007), che significa che
necessitano 50 molecole di SDS per formare una micella, la concentrazione micellare € 1 mM. Quindi per
una concentrazione di acido linoleico (LH) 10 mM, ogni singola micella ospita 10 molecole di LH. Ne risulta
che | 6aci @ldcloinholi ducsce in maniera critica alla strut"
viene resa ancora piu complicata dal fatto che, mentre la catena alifatica della molecola di SDS ¢ lineare, la

catena di LH é angolata a motivo della doppia insaturazione.

E possibile pertanto presumere che differenti concentrazioni di SDS e LH, mantenute allo stesso rapporto
[LH]/[SDS], diano origine ad un numero diverso di complessi supramolecolari SDS/LH, tuttavia caratterizzati
dall a stessa mor f ol og(A@H), Quhien da p elrbaa natlilobsisn tdearcostented i gue

rapporto [LH]/[SDS], risente dello stesso intorno.
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5.6. Significato chimico dei coefficientik A e ko

Ai coefficienti kn e ko d e | | 0 eg (5.8)zpudovenire attribuito un significato chimico quando vengono
associati a quelle reazioni nello Schema 4.1, dove LH (reazioni a3 e b2) e AOH (reazioni c2 e c4) operano

come reagenti:

_ - (dIOolaufdt)y _, , ka [AOH] _, , &s[INOO’, +kyo[LOO, GIACH]
- (d[O,],/dt) o ko [LHI Ek,[IN00H, +kg[LOOA, & [LH]

(5.4)

Nel |l 6equazione (5.4) appaiono i contri 6ahehanndlaogds'ﬁa reazi
nella fase lipidica che in quella acquosa, ed i contributi delle reazioni con il radicale LOO% che avvengono
unicamente nella fase lipidica. L6 anal i si condotta nel precedente Para
seconde reazioni siano predominanti rispetto alle prime, non solo nel caso di antiossidanti lipofili, ma anche
nel caso di antiossidanti considerati idrofili. Questi ultimi antiossidanti sono principalmente presenti nella fase

idrofila, ma anche nella fase lipofila, sia pure in quantita meno rilevante. Nella prima fase operano come

i ni bitori iretardero a |ivello dell o st addbreaking(oa)a dii vienil
dell o stadio (b) di propagazi ocheeaker gupsésaesttaoondana
maggi or e, tale da oscurar e, nonostante | a | oro bassa

efficacia € in definitiva legata alla stessa efficacia dello stadio di propagazione (b).

5.7. Potere inibitorio degli antiossidanti in relazione alla loro lipofilicita e idrofilicita

Due diverse fenomenologie sono state frequentemente proposte per razionalizzare le differenze di capacita

inibitoria degli antiossidanti (AOH) in funzione delle loro asserite caratteristiche di lipofilicita o idrofilicita

(Barclay et al., 1985; Frankel, 1996; Bales et al., 1998; Frankel & Meyer, 2000). Una fenomenologia di

natura termodinamica, descritta da un coefficiente Kg d i ripartizione dell 6antiossi d
acquosa (Castle & Perkins, 1986; Eastwood, 1999; Privat et al., 2002; Fabris et al., 2008; Brittes et al., 2010;

Gregoris & Stevanato, 2010; Ohlow et al., 2012; Losada-Barreiro et al., 2015). Una fenomenologia di natura

cinetica, associata ad una costante kfc he quanti fica |l a velocit? di trasf el
acquosa alla fase lipidica attraverso la membrana micellare (Bolt & Turro, 1981; Barclay et al., 1985; Castle

& Perkins, 1986; Pryor et al., 1985; Losada-Barreiro et al., 2015).

Léanali si condotta nel Par a g rcanfeda cbstafte cimaticatpal rilevante onsi d
nell dequazione (5.4). Pertant o qunedd rsente di guesi rcdntebutr e st a

fenomenologici. Possiamo porre:
kio = krKgrK 16
dovegdle&crive |l a forza intrinseca dell 6antiossidant e.

Antiossidanti forti sono tali non solo per virtt propria, ma anche perché associati ad alti valori di lipofilicita,
cioé ad un alto valore della costante di ripartizione Kg; pertanto la costante cinetica kr di trasferimento
diventa irrilevante e pud venire posta pari a 1. Gli antiossidanti deboli sono tali per loro caratteristiche

intrinseche, ma anche perché sottoposti a costanti di ripartizione e di trasferimento sfavorevoli.
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Va tuttavia rimarcato che queste restano considerazioni speculative, in quanto si riportano in letteratura
misure di costanti di ripartizione Kr che tentano di avvicinarsi ai sistemi reali e pertanto il trasferimento
attraverso la membrana micellare resta rappresentato solo in maniera descrittiva, con definizioni quantitative

approssimative.

Nell a serie di antiossidanti i nvestigatd.i T posssibil e ¢
pu, operare una distinzione semi geeaihcontributotper tragferiment i | C
e ripartizione kiKg. Nel |l 6ant-R@®@ssi dpnboeede, come illustrato nell
fcoreo f enlollbacpopeRm dei cdee R6, con diverse caratteristiche
Tabella5.2. Def i ni zi one di fAcored e fAappendiced per alcuni
AfCoreo R Appendice RO
R 0]
HO
o]
© R Lipofila
— R—H
Cromanolo R CH,
OH Neutra
HO
R\"/OH
HO R' 0
Gallolo Idrofila
Nel | a triade tocoferol o/ pentametilcromanol o/trol ox,

cromanolica (Burton & Ingold, 1981; Krumova et al., 2012; Ohlow et al., 2012), mentre le appendici sono

ri spettivamente |ipofil a, neutra e idrofila. Gl i and:
questa selezione sono illustrati in Figura 5.7, ed i valori di potere inibente U, sono evidenziati in colore rosso

in Tabella 5.1.

Tocoferolo e pentametilcromanolo presentano il massimo potere inibente, che sembra essere associato
principal mente all e car el ¥84 kumova bteal., 20822 Ohfow et al.e 2012), Do b a
talché la presenza o meno di una appendice lipofila sembra marginale. Solo la presenza di una appendice
idrofil a, come nell dantiossidante trol ox, porta ad u

abbassamento del potere inibente, che resta comunque il terzo nella serie (si veda Tabella 5.1).
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m  Tocoferolo
- B Pentametilcromanolo
= Trolox

0
) T L T I T : T I T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[AOH] (mM)
Figura5.7. Di pendenza di |} con | e concentraz1‘16’%i5*1@13imMAp@r}tbcofe50Ia,riate
pentametil cromanolo e trol ox. I val ori di pendenza U dell e r
Nell a triade | auril gal l at o/ pirogall ol o/ acido gal-lico,
123triol o, con appendi ci ri spettivamente l'i pofil a, 8

concentrazione di antiossidante per questa selezione sono illustrati in Figura 5.8, ed i valori del parametro U
sono evidenziati in colore blu in Tabella 5. 1. I fico
pone i composti verso la fine della sequenza in Tabella 5.1, e che rende la natura dellbappendi ce

relativamente importante.
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m  Lauril gallato
- = Pirogallolo
Acido gallico

0.5
00 T I 1 I T I T I T I
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[AOH] (mM)
Figura5.8. Di pendenza di } con | e concentrazi’cil(Dn'3ie5’ﬁL®;3mMOpdr,laurWariate
gallato, pirogalloloedaci do gal |l i co. I val ori di pendabellaml. U del l e rette
Léel evato valore di pR)t edel iMmd dreend ecri mman cmlsiecaw [fdkbd ess
del radicale AO', per del ocalizzazione del | 6el ettrone radi cal
risonanza in Figura 5.9.La del ocal i zzazione implica | a distruzione
di minuzione del contributo alla stabili zzapara-chinodde, | dul t
con | el ettrone |l ocalizzat o esud fomnime uh comrib@relatvaraentb @to i o t e

alla stabilizzazione.

lis) o) o)

Figura 5. 9. Strutture di risonanza del radicale AO' cromanolico.

I mesomeri di risonanza del radicale AO" benzene-1,2,3-triolico, rappresentati in Figura 5.10, evidenziano
che anche in questo caso |l a delocalizzazi dmeontibhumpor t a

basso alla stabilizzazione, non compensato dalla presenza di mesomeri capaci di un contributo elevato.
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e e
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Figura 5. 10. Strutture di risonanza del radicale AO" benzene-1,2,3-triolico.

5.8. Confronto con altre procedure

Una procedura (Rigo et al., 2000; Zennaro et al., 2007; Fabris et al., 2008) di raccolta ed elaborazione delle

tracce ossigrafiche prevede inizialmente la stessa tecnica adottata in questo lavoro per la registrazione della

traccia in assenza di antiossidante. La velocita iniziale rimane descritta da i (d[O2]a/dt)e. Dopo un
determinato intervallo, e prima che la traccia si azzeri, si procede alla immissione di AOH, alla
concentrazione volut a. Si def i inNdGa/d)s € D précede ah calooloael a v el
rapporto (Fabris et al., 2008):

P 06=" (d[O,],,/dt)g - (- (d[O,],,/d1)A) £100
" - (d[O,],,/d),

(5.5)

Come sempre, le due velocita sono rilevate con la retta migliore tracciata attraverso un conveniente numero

di punti all 6inizio del | esperi mento e (AOH)o aoviaménte,a thdi zi or
concentrazione Ainizialeodo di ossigeno (in uni t -~ arbi
| 6addi zi one di AOH, =~ minore deil Baconteni mamtonkadvert
del |l 6esperi mento. Questo fatto =~ <chiaramente rilevabil

AOH, che presenta pendenze variabili e decrescenti, come da Figura 4.3. In effetti le pendenze rilevabili

all é6inizio e subito dopo i sopracitato intervall o,
ri spettivamente, determinano valori non nul | i del | dequ
Equazioni simili all 6equazi cenak, 1984 TuBgro esab, 1996, $908aet1899;pr 0 p O S

Huang et al., 2005; Lopez-Alarcon et al., 2007; Takashima et al., 2012) e parimenti derivate dal concetto di

cinetiche competitive. In questi lavori, tuttavia, la scomparsa di ossigeno non viene direttamente osservata

da un apparecchio rilevatore sensibile a queste speci
trasduttore di pressione come in Burton & Ingold, 1981), ma indirettamente attraverso le risposte, mediante

misure spettrofotometriche UV-Vis o di fluor e scen z a, condotte su specie che ¢
necessariamente un antiossidante di riferimento, AOH. In questi lavori vengono effettuati due o piu

esprimenti, sempre in presenza di AOH, ed in assenza (pedice 0) o presenza (pedice A)d el | ant i 0ssi
indagato:

_ - (d[O,]a,/dt)g _ KolAOH ;] + Kk o[ACH] =1+k_A [ACH]
- (d[O,] 4, /dt) A Ko[AOH ] Ko [AOH;]
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Pertanto si ricavano pendenze ka/ko che misurano il potere inibente di AOH relativamente a quello di AOH.
Molte scale relative del potere di inibizione degli antiossidanti vengono cosi proposte, in cui il riferimento
AOH;; € rispettivamente la crocina (Bors et al., 1984; Huang et al., 2005; Tubaro et al., 1996, 1998 e 1999),
la c-ficocianina (Lopez-Alarcon et al., 2007), il pirogallolo rosso (Takashima et al., 2012).

Al contrari o, | libaadameatizlinearineeider{ziati. n8llg Figaire §.3a-b definiscono una scala di

inibizione assoluta, in cui ogni antiossidante & confrontato con una situazione in cui lo stesso e assente.

La forma funmpdomnade (d=®.13)0eq si mioheedi Stern-yyaineet, tha desceve | 6 e q u
| 6estinzione di fluorescenza condoetd., 200)edi ante una sos

Il rapporto } € stato anche utilizzato in forma inversa; in questo caso i dati sperimentali devono essere

correlati su una funzione esponenziale (Rossetto et al., 2005).

5.9. Conclusioni

Lo scopo di questo capitolo era la definizione di una scala assoluta, capace di stabilire un ordine per una
serie di antiossidanti (AOH) a seconda delle loro capacita di inibire la perossidazione lipidica. La funzione

propost a, nella forma data dall éequazione (5.3), offre
a) lafunzione € lineare, cosicché la capacita inibente &€ semplicemente ricavata dalla pendenza;

b) le intercette convergono ad un valore approssimativamente prossimo a 1. Questo fatto non implica

alcun significato dal punt o di vi sta chi mico, ma
delle misureelavalidtad el | 6 approcci o ;empirico utilizzato
c)la funzione viene descrittuwi dlad amnmtaipopsosritdoa nit edi  saistsu

scala rappresentata dalle pendenze €& quindi assoluta. Altre funzioni con simile formalismo sono

state propost e, in cui | 6anti ossidante in misura

d) si deve porre attenzione affinché le due situazioni sperimentali siano condotte con la stessa
concentrazione iniziale di ossigeno, ancorch® non
risposte del convertitore amperometrico possono rimanere espresse in unita arbitrarie, e la

conversione in concentrazioni autentiche di ossigeno non si rende necessaria.

57



Capitolo 6

Analisi critica dei parametri che descrivono la traccia ossigrafica

Si descrivono di seguito i parametri associati alla traccia ossigrafica (andamento del consumo di ossigeno

nel tempo) di cui alla Figura 4.3.

6.1. Pendenze e velocita iniziali

Questo parametro e le considerazioni in merito sono state trattate nel precedente Capitolo 5.

6.2. fiLag timeod

1 ilag timeodo, termine ftthempa K diessier&r do@,dod s i & olmii nt
ni bi tebal.,el98%; Rossetoret al., 2002), viene rilevato dalla traccia ossigrafica con le modalita
illustrate graficamente in Figur a itdcofe il ldsso dipgempotchec ol ar e
intercorre dal moment o dell éaggiunta dell é6inibitore f
presentato in | etteratura come parametro empirico di
esame (Niki et al., 1984).

1 il ag timeod continua finch® [ 6antiossidante debn vie
consumo di ossigeno cresce notevolmente fino a raggiungere velocita paragonabili a quelle in condizioni di
mancata inibizione. Tale parametr o, che pu, essere Vi
essere quindi correlato alla concentrazione di antiossidante (Pryor et al., 1988; Rossetto et al., 2002 e 2005)
e permette una stima del potere inibente di AOH in termini della grandezza espressa in ascissa (tempo, nel
caso specifico secondi), e pertanto indipendente dalle unita arbitrarie, espresse dal convertitore

amperometrico(per | 6 el e t)todaud qualsiasi altltrasduktore, della concentrazione di ossigeno.

Di fatto il Ailag timed pu, venire rilevato per, sol o
per antiossidanti relativamente forti, con precisione abbastanza sicura per i piu forti fra essi, come tocoferolo

(Goupy et al., 2007) e pentametilcromanolo, in maniera meno precisa per trolox e BHT, mentre rimane in

sostanza non determinabile, 0 comunque con precisione non accettabile, per il lauril gallato. Inoltre per gli
antiossidanti che presentano tracce ossigrafiche con andamento concavo non € nemmeno possibile definire

il Al ag timeo.

Un parametro, sempre associato all a gr andegricaatolione mp o 0
precisione accettabile per tut ti gl i antiossidanti i

graficamente sempre in Figura 4.3 e verra illustrato piu avanti nel presente capitolo.

6.3. Andamenti concavo e convesso

Il significat o del | 6andament o concavo 0o convesso delle tracce
del consumo di ossigeno, risulta immediatamente deducibile dalle curve rappresentate in Figura 6.1, che

illustrano la serie di antiossidanti presi in esame in questo lavoro di tesi, misurate alla stessa concentrazione

di 5*10° mMm.
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Figura 6.1. Tracce ossigrafiche (in colore) per la serie di antiossidanti investigati, alla concentrazione di 5%10° mM, ed in

assenza di antiossidante (traccia nera).

Le capacita, ovvero la forza, di inibizione da parte degli antiossidanti del processo di perossidazione lipidica,

sono state variamente associate all dandamento cedncavo
al., 2007), alla loro lipofilicita o idrofilicita (Barclay et al., 1985; Frankel, 1996; Frankel & Meyer, 2000), alla

l oro modalit”™ di a z i olnreg a ksi en gfior et(ala0fiiedGticandossidarti ok, che

presentano una traccia ossigrafica con andamento convesso, sono considerati lipofili, e la loro azione &
descritta -coemakificdai nGl i antiossidanti debol i hanno tr
sono considerati idrofili, e soho, per la | oro azi on:¢

buona misura arbitrarie.

6.3.1. Concavita e convessita

I n un sistema biologico | 6efficacia di un antiossi da
| 6ossi dazione | ipidica competendo per il consumo di os
ripi stinato dall dossigeno atmosferico, verso il gual e |

Pertanto un antiossidante efficace opera intercettando quei substrati che consumano ossigeno, preservando

|l a presenza di questodoul ti mo.

Tale capacita viene documentata nella presente indagine condotta in vitro, come evidenziato dalla Figura
6.1. Antiossidanti efficaci, come tocoferolo e pentametilcromanolo, permettono di mantenere in buona
misura la concentrazione iniziale di ossigeno per tutto il periodo in cui operano; questa propensione

diminuisce in antiossidanti progressivamente meno efficaci, ma rimane riscontrabile anche per gli
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antiossidanti pit deboli: si osserva comunque un ritardo nel consumo di ossigeno (tracce colorate) rispetto
alla situazione di antiossidante assente (traccia nera).

Le pendenze iniziald. dell e tracce ossigrafiche vanno
ascisse) a pendenze elevate, solo di poco inferiori alla pendenza rilevata in assenza di antiossidante.

L 6 a zidioun antiossidante e sacrificale (Karadag et al., 2009) e | 6ossi dazi one i pidi
antiossidante esaurito, fino a consumo totale de logsigeno; questo avviene ad un tempo che risulta essere

soprattutto funzione della quantita di antiossidante, piuttosto che della natura di esso (si vedano le
considerazioni dettagliate al Paragrafo 6.4). Tali fat
6.1.

La distinzione fra andamenti concavo e convesso, cui vengono associate le diverse caratteristiche di

lipofilicita e idrofilicita e le diverse modalita di azione (Laguerre et al., 2007), risulta pertanto irrilevante.

6. 3. 2. -bir@m&kiimgo e fAretarderao

La Figura 4.3 evidenzia | 6ef fi c(laHnelssistemaldiimésurap & quiadela z a de
valenza dello stadio di propagazione (b) nello Schema 4.1 (si confrontino, a tal proposito, la traccia in colore
grigio, sola presenza di SDS e ABIP, con la traccia in colore nero, presenza di SDS, LH e ABIP).

Un antiossidante e tanto efficace quanto piu opera come inibitore a livello dello stadio di propagazione
(Ackaiemki ngo) , per attacco sui(reatipne a4 @y eostante ikg),0 Li | rac
(reazione c3 con costante kg) . Léinibizione a |livello dello stadio di
InOOA(reazione c2 con costante kg) o sul radicale In" (reazione cl con costante k7). Le costanti ks, ks, kg €
knpossono essere simildi.i. Ci-breakhidngeénoesthazi par dua fsth
efficace. Léalki ealki ndgid, A cahsasieidaitiaforta operal su spetie @ se LOOY)
rigorosamente confinate nelle micelle SDS/LH, ed avviene esclusivamente in questa stessa matrice.
Lébazione come fAretarder o0, a s s perai sa spacie @drd e 1a00Ot) ipreserdi isial a n't i
nella matrice lipidica SDS/LH che nella matrice acquosa.

6.3.3. Antiossidanti lipofili e idrofili

Negli esperimenti illustrati in Figura 5.6, i rapporti [LH]/[SDS] rimangono costanti, variando unicamente in
ascissa il numer o dei compl essi micel |l ar i SDS/ LH. Lo6al
condizioni che vi ritrova, in particolare alla concentrazione di acido linoleico (LH), uguale per tutti i complessi,
mentre resta indifferente al numero degli stessi. Questo & certamente valido e verificato in Figura 5.6 dalla
costanza del parametro U per gli antiossidanti l'i pof il

Lo stesso andament o, |l a costanza della pendenza U,
deboli. Questi ossidanti sono bensi considerati idrofili, ma certamente non sono totalmente lipofobi. La loro

azione come Aretarderodo nella matrice acquosa dovrebbe
in Figura 5.6. Questo fatto perd non viene osservato.

Se ne conclude pertantoc he | a val enza dedéddlaizn @ hcd cad éoataite énspemane
superiore rispetto al | éacen costapte ki raecheaim presenza,nella seguenieo n e
definizione:
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kio = krKgrk 16

di una costante di ripartizione Kg sfavorevole (si veda Paragrafo 5.7 per maggiori dettagli).

6. 4. Rel azione fra il parametro fAzero timeodo e | a
Come precedentemente accennat o, unbaccettabile altern
potrebbe esser e i parametro empirico ilzer o ti meo (zT) , C
dal |l 6i ntroduzione del generatore di radical i, l a tracoc

cCui | ossigeno nell a cel ltacomeamto.gr af i ca viene compl et an

Si distinguono ZT, e ZT, come i tempi di consumo totale di ossigeno rispettivamente in assenza ed in
presenza di antiossidante.

La differenza
ZTy = 2T, - ZT,
mi sura pertanto il ritardo nell a scdheanplagasmt idissodange

definizione viene graficamente rappresentata in Figura 6.2, dove si riportano i valori di ZTp contro i valori
[AOH].

1800
1 Tocoferolo
T = Pentametilcromanoclo
1600 & oo
= Lauril gallato [
1= R.&sveratmlo
M0 a Aog o
u  Acido gallico
1200 —
1000
@ ]
" 800-
600 —
400 —
200
0 T T T T T I T T T ]
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

[AOH] (mM)
Figura 6.2. Andamento del valore di ZT in funzione della concentrazione di antiossidante.

Le tracce ossigrafiche di uno stesso campione di antiossidante (AOH) ad una data concentrazione sono
state sistematicamente rilevate tre volte: il punto in cui la traccia ossigrafica si annulla (ZT,) presenta un

certo grado di variabilita e lo stesso vale per le misure fatte in assenza di antiossidante (ZTo), di
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conseguenza anche la differenza ZT, presenta una misura di variabilitd. Risultano, per ogni antiossidante
(AOH), correlazioni lineari, che sono caratterizzate, nella maggior parte dei casi, da pendenze simili e da
int ercette prossime a 0. Lédacido ascorbico presenta une
fatto che la specie, come riportato in letteratura (Wills, 1996; Yen et al., 2002; Laguerre et al., 2007) e come
descritto al Capitolo 7, sembri potere agire anche come pro-ossidante, che, accelerando il consumo di

ossigeno, comporta un abbassamento del valore di ZTp.

Léandamento dell dacido gallico risulta pure anomal o,
anomalia nel comportamento inibitore di questa specie & stata gia descritta in letteratura (Aruoma et al.,
1993; Yen et al., 2002).

Le pendenze nei casi degli antiossidanti BHT e resveratrolo sono maggiori, restando tuttavia molto simili a

guelle dei rimanenti antiossidanti.

Gli altri antiossidanti mostrano pendenze simili ed intercette prossime al valore zero, pure essendo
caratterizzati da valori di capacit?” di i ni bizione
pentametilcromanolo, intermedia per trolox, e bassa per lauril gallato e pirogallolo. Queste specie pertanto
sono state scelte per la derivazione di una accettabile interpolazione lineare fra i valori ZTg e le

concentrazioni di antiossidante. La correlazione viene evidenziata dalla traccia nera in Figura 6.2a.

1800

Tocoferolo
Pentametilcromanolo
Trolox

Lauril gallato
Pirogallolo

1600 —

1400 —

1200 —

1000 —

400 —

200 —

0
I : I ' I ' I ; I : I
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

[AOH] (mM)

Figura 6.2a. Interpolazione lineare (in colore nero) fra i valori di ZTy e le concentrazioni [AOH] degli antiossidanti
selezionati. Lbdequazione dgd23284AOH|#58.59 n col ore nero risulta

Si puo affermare quindi con buona sicurezza che i valori di ZT dipendano soprattutto dalla concentrazione
di antiossidante ed in misura minore, e sempre con le eccezioni sopra menzionate, dalla sua natura. Questa

relazione é strettamente legata alla modalita autosacrificale (Gunstone, 2006; Karadag et al., 2009) con cui
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opera ogni antiossidante, per la quale il contrasto al consumo di ossigeno vale per il solo periodo in cui sono

presenti gli antiossidanti (si veda il Paragrafo 6.3.1).
| parametri della retta di colore nero evidenziata in Figura 6.2a sono:

ZT, = 223128* [AOH] +57.59 (6.1)

Questa correlazione verra utilizzata in applicazioni pratiche come, ad esempio, nella misura del potere
antiossidante in campioni di oli di oliva e di semi (Capitolo 8) in cui il parametro E[AOH)], che descrive le

concentrazioni del complesso di antiossidanti che vi opera, non € in genere conosciuto né facilmente

determinabile.

50
4 ® Tocoferolo
m  Pentametilcromanclo
45 - ® Trolox
= BHT +
- B Laurl gallato
= Resveratrolo
40— = Pirogallolo
B Acido ascorbico
7 = Acido gallico £
” A1
=] ‘
30 /
i 4
25 - 374
& 4
20 - //
15 —
10 — 3 _— —
4 lye. W
54 _F T o
0 “ T I T I T I T I T I T I 1 I T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
ZT (s)
Figura6.3. Corr el azi one frpa i valori di } e

| valori di ZTp sono pertanto degli accettabili succedanei dei valori di [AOH] (o di E[AOH|], si veda Capitolo
8), come dimostrato in Figura 6.3, dove, per la serie di inibitori investigati, i valori di } vengono correlati con i
valori di ZTp, piuttosto che con i valori di [AOH]. Si pud notare come gli andamenti di Figura 6.3
sostanzialmente riproducano gli andamenti delle Figure 5.3a-b: tocoferolo e pentametilcromanolo
presentano maggiori proprieta antiossidanti, seguiti da trolox e BHT e, infine, lauril gallato, resveratrolo,

pirogallolo, acido ascorbico e acido gallico sono caratterizzati da un pit basso potere antiossidante.
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Capitolo 7

Acido ascorbico

7.1. Proprieta antiossidantiepro -ossi danti dell dacido ascorbico

L 6 a c i -abaorbich (Vitamina C) € un composto organico idrosolubile caratterizzato da proprieta
antiossidanti, indispensabile per la vita degli organismi viventi ma non sintetizzabile dagli stessi, per cui deve
necessariamente essere assunto con la dieta. Il ruolo della vitamina C nel metabolismo non & ancora
completamente definito; certamente la molecola presenta proprieta antiossidanti ed € coinvolta
nell 6i drossilazione della prolina e della Iisina
lo scorbuto, una malattia caratterizzata dalla degenerazione generalizzata del tessuto connettivo, che si
evidenzia attraverso piccole emorragie ed insufficienza cardiaca. La malattia era diffusa nelle popolazioni
delle regioni desertiche, ma anche negli equipaggi delle navi nei periodi delle lunghe esplorazioni via mare.

La prima circumnavigazione del globo, compiuta da Magellano negli anni 1519-1522, si concluse infatti con

l a perdita di pi % dell 680% dell 6equi paggi o a causa

Questa molecola & largamente diffusa in natura, principalmente negli alimenti di origine vegetale, quali, ad
esempio, agrumi, kiwi, peperoni, pomodori e ortaggi a foglia verde (Padayatty et al., 2003).

nel |

"~y

pro

Lébacido ascorbico =~ facil mente o0ssi dsathallafoemairidottagacidos e nz a

ascorbico) a quella ossidata (acido deidroascorbico) in equilibrio reciproco e con processo reversibile
(Arrigoni & De Tullio, 2002; Hacisevki, 2009). A pH fisiologico, si trova come anione ascorbato e le sue

funzioni biologiche sono collegate al suo forte potere riducente, in grado di ridurre e di conseguenza

neutralizzare sostanze ossidanti, come le specie reattive del | 6 0 s s i g eihperosgido di ideogeeomp i o
(Padayatty et al. 2003; Haci sev ki, o&dde %a)sua adioheaantiossidantea atraveensob i ¢

diversi meccanismi; in particolare bloccaedi ni bi s c e raditai iberip comvertdndosi in un radicale
stabilizzato per risonanza (Lu et al. , 2010) . Nel |l 6esplicare | a sistama

azi o

bi ologici, | 6aci do ascorbico si ossi da, in due succes

acido deidroascorbico (Hacisevki, 2009), secondo le seguenti reazioni:

R'-_-O~__0
LooA+ __ —
HO OH

R’ > O R' o OA R' o (e}
LOOH + \q - \;I - \g_f (7.1)

0 OH o) OH o) OH

O -0 R~ 0N 20
+L00A — » \;I + LOOH
(0) O

R'\q
£O OH
Tuttavia gli antiossidanti, che sono in definitiva molecole con proprieta riducenti, possono in certe condizioni

esercitare anche azione pro-ossidante,i n r el azi one al | a st r udtallewcondizioni dil

60 amk

prova. Per tale motivo, | 6aci do as c o-osfidanteoquapdo eienent a p
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coinvolto ad esempio nella riduzione di metalli, come ferro e rame, secondo la reazione (7.2) (Pisoschi et al.,
2014):

2 Fe®* + Ascorbato ¥#%- 2 Fe?" +Deidroascorbato (7.2)

Gli ioni metal | i ci possono essere cos? ridotti, ossidati

(re

ciclo di redox che gener aPisespheat al.e2014)ee aaditali lberi, atira/érdo,tad s si g e |

esempio, la gia citata reazione di Fenton (Capitolo 1) (Stohs & Bagchi, 1995; Carr & Frei, 1999).

Fe?* +0, Y4- Fe* +0," (7.3)

Viene inoltre descritta (Scarpa et al., 1983) la generazione dello ione superossido 0, , un importante

radicale |ibero,o0oascdazdonandel |l daci do ascorbico,

RO 0 RO~ P
+0, T \g - \;I A
0 OH o} OH

Oltre a tutte le suddette reazioni, gli ioni metallici, principalmente ferro e rame, possono interagire con i lipidi

O__o

3L

-0 OH

idroperossidi, inducendo la formazione di radicali lipidici, coinvolti nella perossidazione lipidica, secondo la
reazione (7.5) (Buettner, 1993; Antolovich et al., 2002):

LOOH+M™ +H* ¥35- LOT +M™* +H,0

(7.5)
LOOH+M™* + OH™ 184- LOO" +M™ +H,0

Sulla base delle considerazioni fatte, deriverebbe pertanto la necessita di cercare di eliminare, o comunque
di inattivare, i metalli eventualmente presenti. Nel caso specifico di questo lavoro di ricerca, si € preferito
invece non attuare le possibili metodiche di riduzione drastica delle tracce di ioni metallici presenti, ad

esempio, nelle soluzioni tampone (Buettner & Jurkiewicz, 1996), in modo tale da potere verificare il

comportamento del | 6aci do ascorbico in un ambiente il pi

SecCda

Yo v

sopracitati met al | i sono presenti, al fine di avere un

e del |l 6effetto pr ot etdstemavicimbalirealei ver si ini bitori i

Prove sperimentali preliminari, condotte secondo la consueta metodica ed alle consuete condizioni

sperimentali, in sola presenza di acido ascorbico ed assenza di iniziatore radicalico, evidenziano un

un

significativo consumo di ossigeno i n seguito all édinnesco della reaziot

del | 6aci do ascorbico stesso, con intensit? correl

le caratteristiche pro-ossidanti della Vitamina C (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Andamento della concentrazione di ossigeno registrata nella cella caricata con SDS 50 mM, LH 10 mM:
- inpresenza di ABIP 4 mM ed in assenza di acido ascorbico (traccia nera);
- in assenza di ABIP e presenza di acido ascorbico a concentrazioni crescenti A) 107, B) 5* 10°, C)
10%10°, D) 20%107%, E) 40*10° e F) 5010 mM (tracce ciano scuro).

La conferma che il consumo di ossigeno sia dovuto alla perossidazione lipidica si evince anche dalla Figura

7.2, che evidenzia come, pure in assenza di iniziator e

radicali co, | 6aci do

consumo di ossigeno (traccia B), mentre misure analoghe effettuate in assenza di acido linoleico, alle

medesime condizioni sperimentali, mostrino un consumo di ossigeno insignificante (traccia A).
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Figura 7.2. Variazioni delle tracce ossigrafiche nella cella caricata con SDS 50 mM, LH 10 mM, ABIP 4 mM ed in
assenza di acido ascorbico (traccia nera); A) in assenza di ABIP e di LH e presenza di acido ascorbico 2010 mM; B) in
assenza di ABIP ed in presenza di LH 10 mM e di acido ascorbico 2010 mM.
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Sembrerebbe, qgui ndi , che | dacido ascorbico operi uni
ossidabil e, come | 6acido I|linoleico polinsaturo, con
eventual mente attenuata dalla presenza di un anti ossi

tocoferolo).

Secondo quanto precedentemente esposto, vengono proposte di seguito alcune reazioni, teoricamente

possibili, di iniziazione della perossidazion e | i pi di ca ad opera dell 6acido asco

R~ O\ 0 R~~~ OH R'~_O~\_-OH
DRSS G Y G

HO OH HO OH HO OH
R~_9~_-0 R~_9~_-0 RO~ A

YL o =3 =

-0 OH o OH o) OH

(7.7)

LH+0,A  — [A+HO,

LA+0, — LOO*
La reazione (7.7) nello specifico mostracome,insegui t o all a reazione di ossidaz
generi | ani one seaeipleyod9i889, (Bha@rpasccessi vamente rea

promuovendo il processo perossidativo, associato al consumo di ossigeno.

Dai risultati a disposi zi one sembrerebbe pertanto che | 6aci do
impiegate, agisca come promotore della reazione perossidativa, ricoprendo il ruolo di iniziatore radicalico,

piuttosto che di inibitore: nella seguente Figura 7.3 si confrontano tracciati ossigrafici acquisiti mediante

| i ntervento del solo iniziatore radicalico (a differ

dal | 6al tro.
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Figura 7.3. Consumo di ossigeno conseguente il processo di perossidazione lipidicaper azi one del |l 6i ni zi a
ABI P a differenti concentrazioni (tracce nere*)LO,'3mM[)tracuiae del |

ciano scuro).

La Figura 7.4, che riporta i risultati ottenuti da alcuni esperimenti di perossidazione lipidica condotti in
assenza ed in presenza del | Odllgndiammmmotetadicetitoy rint gradoEAD T A ( a
sequestrare | o ione metallico riducendone | 6attivit?’

fondamentale ruolo catalitico delle tracce di ioni metallici presenti nelle soluzioni di misura.
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Figura 7.4. Consumo di ossigeno conseguente il processo di perossidazione lipidica nella cella caricata con SDS 50
mM, LH 10 mM, acido ascorbico 50%10° mM, in assenza ed in presenza di EDTA 50*%10° mM, tracce B) ed A)
rispettivamente. Traccia nera: SDS 50 mM, LH 10 mM, ABIP 4 mM.
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Se effettivamente | 6acido ascorbico agisce da iniziat

perossidativo, | 6aggi ungecidfii wm ialntti ocscfi dramlt ®,, devd eobls
processo perossidativo, con wunodefficacia correlata a
conf ermano | 6i pot esi
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Figura 7.5. Consumo di ossigeno conseguente il processo di perossidazione lipidica nella cella caricata con SDS 50
mM, LH 10 mM, acido ascorbico 5¢10° mM (traccia blu) ed in presenza di tocoferolo 1, 2, 3*10° mM (tracce nera, rossa
e verde rispettivamente).

7.2. Tocoferolo rigenerato da acido ascorbico

Il piu potente fchain-breakeronaturale attualmente noto &€ sicuramente il tocoferolo (Burton & Ingold, 1981;
Laguerre et al, 2007): esso obbedisce alla relazione (5.3) presentando, per una costante concentrazione di
LH, un valore del parametro U mo |l t o p i Yguelld di tettv gii altri &ibitdri analizzati (Tabella 5.1 e
Figure 5.3a-b).

Come evidenziato in precedenza (Paragrafo 6.3.1), gli inibitori agiscono in maniera sacrificale (Karadag et
al., 2009), ed il loro contrasto al consumo di ossigeno vale per il solo periodo in cui sono presenti (Gunstone,
2006) . La permanenza di ossigeno nel si s tgeénmalineadinol t r €
massima la stessa per tutti gli inibitori e dipende non tanto dalla loro natura, quanto dalla loro concentrazione

(Paragrafo 6.4).

Da quanto sopra esposto deriva | dédinterrogativo sul per
Nel processo di perossidazione |ipidica, | 6effic€acia
breakingo, Malceond r dist ® @ & 1adLOG sd dla successiva rigkmerazione di L

(reazioni b1 e b2 nello Schema 4.1). Tale contrasto non pud avvenire attraverso il mero consumo, da parte
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del |l 6anti ossidant e, di ossigeno, | a cui concentrazi
immediatamente ripristinata per scambio attraverso la membrana. Il sistema ottimale vede piuttosto il

mant eni mento della concentrazione di saturazione di
(AOH) a LOO*(reazione c4).

Per conservare questa situazione, non € utile una maggiore concentrazione di tocoferolo: come riportato in
letteratura (Burton et al., 1985; Bowry et al., 1992; Bowry & Stocker, 1993; Bowry & Ingold, 1999; Bedard et
al., 2001), ad alte concentrazioni di tocoferolo si instaurano reazioni parassite da parte del radicale AO" che
vedono sia il consumo diretto di ossigeno (Burton et al., 1985), sia la rigenerazione del radicale L' e quindi il
ripristino della propagazione (b) (Burton et al., 1985; Bowry et al., 1992; Bowry & Stocker, 1993; Bowry &
Ingold, 1999; Bedard et al., 2001).

Nelle seguenti Figure 7.6a-c vengono riportati gli andamenti sperimentali ottenuti per alte concentrazioni di
tocoferolo, BHT e resveratrolo rispettivamente, il cui confronto permette di rilevare una importante differenza
qualitativa: le velocita iniziali presentano nel caso di BHT e resveratrolo un andamento monotono, che
permane, anche se attenuato, fino alle concentrazioni massime di inibitore (AOH), mentre nel caso del

tocoferolo alcune tracce ossigrafiche si incrociano, rivelando un andamento non monotono.

a) Tocoferolo
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