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ABKURZUNGEN

°C Grad Celsius

ABAP 2,2 -azinobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid
ABTS 2,2°-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsaure)
BF Blaufrankisch

DPPH 2,2-diphenylpicrylhydrazyl

EtOH Ethanol

FRAP Ferric Reducing Ability of Plasma

h Stunde

H,0, Wasserstoffperoxid

K>S,054 Kaliumperoxodisulfat

KHK Koronare Herzkrankheiten

NO Niederdsterreich

MG Molekulargewicht

mg Milligramm

min. Minute

mind. mindestens

I Mikroliter

ml Milliliter

mM Millimolar

MnO, Mangandioxid

n.b. nicht bestimmt

nm Nanometer

ns nicht signifikant

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

p.A. pro Analysi

PP Polyphenolfraktion

rel Abs. relative Absorption

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SA Standardabweichung

TAA Total Antioxidant Activity

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (mM Trolox)
Trolox 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsaure
VL Vorlauf






1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Seit Ende des 20. Jahrhunderts hat die Erforschung der Auswirkungen
von freien Radikalen im menschlichen Korper grol3es Interesse erregt.

Freie Radikale, darunter auch Sauerstoffradikale, werden im Korper fortwah-
rend bei Abbauprozessen gebildet. Sie spielen bei einer Vielzahl biologischer
Prozesse eine wichtige Rolle, unter anderem werden intrazellulare Signalwe-
ge durch freie Radikale aktiviert. Bei der Immunabwehr kommt dem ,oxidati-
ven burst®, einer vermehrten Radikalproduktion durch die membranstandige
NADPH-Oxidase der Phagozyten eine wichtige Funktion zur Abtdtung von
Bakterien und anderen Mikroorganismen zu [1].

Im gesunden menschlichen Korper besteht ein Gleichgewicht zwischen Radi-
kalbildung und Radikalreduktion durch korpereigene Enzyme (z. B. Supero-
xiddismutase), Glutathion, Vitamine wie Vitamin E, B-Carotin, Ascorbinsaure
oder phenolische Inhaltsstoffe aus Uber die Nahrung aufgenommenen Pflan-
zen. Ist das Gleichgewicht zwischen Radikalbildung und Radikalreduktion
gestort, so kommt es zu einem Uberschuss von freien Radikalen im Korper.
Durch Interaktionen mit der DNA, Membranproteinen, anderen Zellbestand-
teilen und Oxidation von LDL fiihrt ein Uberschuss an freien Radikalen be-
sonders mit fortschreitendem Alter unter Umstanden zu oxidativem Stress
und begunstigt die Entstehung von Diabetes, Krebs, Gefal}- und koronaren
Herzkrankheiten sowie neurodegenerativen Erkrankungen, z.B. Morbus Alz-

heimer oder Morbus Parkinson [2].

Daher wurden verschiedenste Pflanzen und ihre Extrakte auf das Vorkom-
men und die Konzentration von Inhaltsstoffen mit antioxidativen und/oder ra-
dikalfangenden Eigenschaften untersucht. Ein biologisches Antioxidans ist
per Definition eine Substanz, die in niedriger Konzentration verglichen mit

dem oxidierbaren Substrat, signifikant die Oxidation desselben verzdgert


http://de.wikipedia.org/wiki/Glutathion�

oder verhindert [2]. So wurden neben zahlreichen Arzneipflanzen, Gemise-
und Obstsorten auch Weintrauben und Weine auf ihre antioxidative Wirkung
hin untersucht [3-23].

Das Phanomen des ,French Paradoxons” sorgte zusatzlich fir Interesse und
lenkte den Schwerpunkt der Forschung auf die Untersuchung von Rotwein.
Demnach weist die franzosische Bevolkerung trotz reichlichem Konsum von
fetthaltigen Speisen und hohem Blutcholesterinspiegel eine geringere Inzi-
denz von KHK als die Bevolkerung in anderen europaischen Landern auf. Die
Untersuchenden sahen eine mdgliche Ursache daflir im gleichzeitig Uber-

durchschnittlich hohen Rotweinkonsum der Franzosen [24].

Die Untersuchung von Rotwein rickte infolgedessen noch mehr in den Mit-
telpunkt des Forschungsinteresses. Rotwein weist im Gegensatz zu Weil}-
wein hohe Konzentrationen an Gerbstoffen, Anthocyanen und anderen
Polyphenolen auf und hat durchschnittlich eine 10-fach hohere antioxidative
Kapazitat (TEAC) als WeiRwein [4-6,13].

Der Unterschied im Inhaltsstoffmuster ist unter anderem auf die Weinherstel-
lung zurtckzufuhren. Der Einfluss von Mazerationsdauer und Pressung auf
die TEAC ist belegt [22]. Fir Weillwein wird direkt durch die Pressung der
Saft von den Traubenresten getrennt wahrend bei der Rotweinherstellung
nach der Quetschung alle Bestandteile der Trauben noch bis zu 4 Wochen
als Maische reifen. So werden die wertvollen Kern- und Schaleninhaltsstoffe
wie Polyphenole und Resveratrol [25] optimal extrahiert und finden sich
schlieBlich im Rotwein wieder. Der Einfluss der Schaleninhaltsstoffe auf die
TEAC von Rotwein konnte durch die Herstellung sowohl eines Weilweins
(unter Weglassung der Traubenschalen) als auch eines Rotweins aus Trau-

ben der Sorte Bouzy Rouge belegt werden [26].

Im Rotwein findet sich eine Vielzahl von Phenolen, die aufgrund ihrer Struktu-

ren eine hohe radikalfangende und antioxidative Aktivitat erwarten lassen.



Grundsatzlich kann die Reduktion von Radikalen (Substanzen mit mindes-
tens einem ungepaarten Elektron und daher sehr reaktionsfreudig), durch
Ubertragung von einem Elektron durch einen Elektronendonor erfolgen.

Exemplarisch sei dies am Hydroxylradikal und Superoxidradikal dargestellt.

H—O0l ——» H—O"

I0—0I —% » 2H,0

Drei Strukturmerkmale sind Voraussetzung flr die gute antioxidative Wirkung
eines Flavonoids: Erstens die Hydroxylgruppe an Stelle 3 des C- Rings, die
fur eine hohere Stabilitdt des Radikals wahrend der Delokalisation von Elekt-
ronen sorgt. Die zweite strukturelle Voraussetzung ist eine Doppelbindung
zwischen 2,3 in Konjugation mit der Oxogruppe in Pos. 4 im C-Ring, das Vor-
liegen einer OH-Gruppe in 3 und 5 mit einer Oxofunktion im A- und C-Ring
erhoht das Radikalfangerpotential der Verbindung. Dritte Voraussetzung fur
ein gut antioxidativ wirkendes Flavonoid ist das Vorliegen einer
o-Dihydroxystruktur im B-Ring. Eine Glykosylierung vermindert hingegen die
Radikalfangerwirkung [25,26].

Abb. 1: Strukturvoraussetzungen fur eine Radikalfangerwirkung von Flavo-

noiden
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Zahlreiche Polyphenole sind im Rotwein enthalten, wie Catechin, Epi-
catechin, Gallussaure und Cyanidin. Auch Malvidin-3-glucosid, Rutin, Resve-

ratrol und Quercetin wurden nachgewiesen (siehe Abb. 2, Seite 5) [26].

Zahlreiche in vitro Studien belegten die Radikalfangerwirkung von Rotwein
aus vielen Landern und Anbaugebieten. So wurden Studien Uber die antioxi-
dative Kapazitat von Rotwein aus Frankreich [6], Italien [7-9], Sudafrika
[3,10], Korea, Deutschland, Griechenland [11], Portugal [12,13], Chile [9,14],
Slowakei [15], Kroatien [16], Bulgarien, Spanien [17-22] und Kanada [27]
publiziert.

Untersuchungen von Osterreichischem Rotwein waren bisher hingegen rar
und beschaftigten sich vor allem mit dem Einfluss der Schwefelung auf die

radikalfangenden Eigenschaften [23].

Viele verschiedene Methoden zur Untersuchung der antioxidativen Kapazitat
(TEAC) von Rotweinen wurden etabliert [28].

Der DPPH Assay ist eine Moglichkeit zur Bestimmung der TEAC:
Diphenylpicrylhydrazyl liegt als stabiles Radikal mit einer tiefvioletten Farbung
vor. In Gegenwart von Radikalfangern erfolgt ein Elektronentransfer, ethano-
lische oder methanolische Lésungen entfarben sich proportional zur Radikal-
fangerintensitat. Die Reaktion kann man photometrisch bei 520 nm vermes-
sen (s. Abb. 3, Seite 6).



Abb. 2: Wichtige Inhaltsstoffe in Rotwein
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Abb. 3: Reaktionsschema DPPH" mit Phenol
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Einen weiteren Assay stellt die Vermessung des ABTS-Radikalkations dar. In
ethanolischer Losung weist das ABTS-Radikal eine blaugrine Farbung auf.
In Gegenwart von Radikalfangern erfolgt wiederum ein Elektronentransfer
und die Lésung entfarbt sich, was photometrisch bei 414nm oder 734nm

vermessen werden kann (s. Abb. 4, S. 7).

Bei letzterem kommt der Herstellung der Radikallésung eine besondere Be-
deutung zu. Bis dato wurden mehrere Mdglichkeiten publiziert. Die Herstel-
lung von ABTS kann chemisch durch Oxidation mit Hilfe von Metmyoglobin
und Wasserstoffperoxid, auf enzymatischem oder elektrochemischem Weg

sowie unter dem Einfluss von grof3er Hitze erfolgen.



Abb. 4: Reaktionsschema ABTS " mit Phenol
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Ein Weg der ABTS"-Herstellung erfolgt Gber die Oxidation mit Kaliumperoxo-
disulfat. ABTS reagiert mit KyS;Og im wassrigen Medium zum
ABTS-Radikalkation, die Losung ist nach 12-16h stabil [13,14]. Die Absorpti-
onsmaxima liegen bei 415, 645, 734 und 815 nm (siehe Abb. 5, S. 8).



Abb. 5: Absorptionsmaxima ABTS [29]
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Fig. 1. Absorption spectrum of the ABTS madical cation.

Da es eine einfache, schnelle, kostengunstige und mit wenig praparativem Auf-
wand verbundene Methode ist, bildete sie den Ausgangspunkt zur Weiterent-

wicklung und Evaluierung in der vorliegenden Arbeit.

Die photometrische Vermessung der Analysenlosungen erfolgt Ublicherweise
in Kuvetten [3,5,6-12,14,16-23,27,29] oder in Geraten mit flow-injection-
analysis [13,30]. Methoden zur zeit- und kostensparenden Vermessung fur
Serienanalysen von Rotwein in Mikrotiterplatten mit kleinen Probenvolumina

waren unseres Wissens bisher nicht verfugbar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Entwicklung und Validierung von
zwei Messmethoden (in Anlehnung an [3]) zur Untersuchung der Radikalfan-
gerwirkung von Rotwein in Mikrotiterplatten und die Untersuchung speziell
Osterreichischer Rotweine auf ihre antioxidative Kapazitat (TEAC) in vitro.

Hierbei lag das Augenmerk auf der TEAC von dsterreichischem Rotwein im

internationalen Vergleich. Der Einfluss von Jahrgang, Region, Sorte und In-

haltsstoffmuster auf die antioxidative Kapazitat sollte untersucht werden.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Verwendetes Material

Weine

30 verschiedene Osterreichische Rotweine aus den Jahren 2004 bis 2006
wurden fur die Untersuchungen eingesetzt (s.Tab.1, S. 10). Es wurden Rot-
weine verschiedener Sorten, Jahrgange und Anbauregionen ausgewahlt, um
etwaige Einflisse dieser Parameter auf die antioxidative Kapazitat feststellen
zu kénnen. Die Auswahl basierte auf der zuvor vom ,Bundesamt fur Obst-
und Weinbau Klosterneuburg® analysierten und quantifizierten Inhaltsstoffe
der Rotweine, um auch eine Korrelation zwischen bestimmten Inhaltsstoffen
des Rotweins und dem Ausmal} der antioxidativen Kapazitat zu Uberprufen.

Die Daten wurden uns dankenswerter Weise zur Verfigung gestellt.



Tab. 1: Weine Zuordnung

Nr. Sorte Winzer Gegend
1* St Laurent 2005 | Stift Klosterneuburg NO
2* Blaufrankisch 2005 |Stift Klosterneuburg NO
3* Merlot 2005 Wiederstein NO
4* Zweigelt 2005 Boheim NO
5 Lagrein 2004 Alto Adige Sudtirol
l6* Blaufrankisch 2006 | Weber-Arkadenhof | Burgenland
7* Blaufrankisch 2005 Kirnbauer Burgenland
8* Blaufrankisch 2006 Wiederstein NO
9 Blaufrankisch 2005 Markowitsch NO
10* | Blaufrankisch 2004 | Weber-Arkadenhof| Burgenland
11* | Blaufrankisch 2004 Kirnbauer Burgenland
12 Blaufrankisch 2005 | Vereinte Winzer Burgenland
13* Zweigelt 2006 Wiederstein NO
14* Zweigelt 2005  |Stift Klosterneuburg NO
15* Zweigelt 2005 Pitnauer NO
16* Zweigelt 2005 Pitnauer NO
17* Pinot noir 2005 Wiederstein NO
18* Pinot noir 2004 Wieninger Wien
19* Blauburger 2004 Leopold Wien
20 Blauburger 2004 Klager Wien
21 Zweigelt 2005 Cobenzl Wien
22 Pinot noir 2004 Cobenz| Wien
23* Wiener Trilogie 2005 Wieninger Wien
24 St Laurent 2005 Strauch Wien
25* St Laurent 2004 Mayer NO
26" Merlot 2004 Steinklammer Wien
27* Zweigelt-Merlot 2004 Leopold Wien
28 Zweigelt 2004 Cobenz| Wien
29 Zweigelt 2005 Schilling Wien
30 Blaufrankisch 2004 Strauch Wien
31 Blaufrankisch 2005 Iby Burgenland

* Die Rotweinmuster wurden uns von den Winzern dankenswerter Weise

kostenlos zur Verfligung gestellt.
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Reagenzien oder Chemikalien

e DPPH (2,2- Diphenylpicrylhydrazyl)
Firma Fluka Chemika
Buchs, Schweiz
Nr.: 43180

e ABTS (2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
als Diammoniumsalz
Firma Sigma Aldrich
Wien, Osterreich
Nr.: 11557

e K3S,05 (Potassium peroxodisulfate)
Firma Fluka Chemika
Buchs, Schweiz
Nr.: 60489

e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
Firma Fluka Chemika
Buchs, Schweiz
Nr.: 56510

Alle anderen Reagenzien und LoOsungsmittel wurden in p.A. Qualitat

eingesetzt.
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2.2. Testsysteme zur Radikalfangerwirkung

Fur beide Testsysteme kam folgendes Gerat zum Einsatz:

GENios multi-Detektionsreader ( Fa. Tecan, Groding/Salzburg)

Uber Magellan — Software gesteuert

Lichtquelle: Hochenergie-Xenon-Blitzlampe

Detektor: PMT

Messungsmodus: Absorption

Mikrotiterplatte: 96 well plates transparent, flat bottom, Fa. Greiner,
Kremsmunster

Die Berechnung der TEAC erfolgte in Excel mit Hilfe eines erstellten Makros.

Statistikprogramm: Graph pad prism, students T-Test, two tailed

12



2.2.1 DPPH scavenging Test

Messparameter:

Messungsmodus: Absorption

Messwellenlange: 520nm

Mikrotiterplatte: siehe oben
Anzahl der Blitze: 5
Messbereich: A1-HS5
AB-H7
A8-H9
A10-H11
A12-H12
Mischmodus: a) sofort nach dem Befiillen 300s kreisférmig/hoch

b) nach 2h nochmals 120s kreisformig/normal

Temperatur: RT

30,4 uM DPPH’ - Lésung:
Pro Platte wurden ca. 19,5ml Losung bendtigt. 2,500mg DPPH (MG=394,32)

wurden mit 70,00ml EtOH 96% versetzt, am Vortex kurz gemischt und an-

schlielend unter Lichtschutz 15min. am Ultraschallbad vollstandig gelost.
Nach der Herstellung wurde die Losung unter Lichtschutz aufbewahrt und
moglichst bald verwendet.

Die Lésung wurde jeden Tag frisch zubereitet.

0,4 mM Troloxstammldsung:
Far die Stammlosung wurden 1,00mg Trolox (MG=250,29) mit 10,00ml
96%EtOH gemischt und 5min. am Ultraschallbad unter Lichtschutz geldst.

Finf weitere Verdinnungen wurden nach einem Verdinnungsschema her-
gestellt (siehe Tab. 2, S. 14).
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Die Losungen wurden jeweils kurz am Vortex und anschlielend am Ultra-
schallbad gemischt, um eine optimale Mischung zu gewahrleisten. Unter
Lagerung im Kuhlschrank waren die Standardlosungen mindestens 4 Tage
stabil.

Tab. 2: Verdinnungsschema der Troloxstammldsung

Standardlésung | Stammldsung EtOH 96%
1 1000,0pl
2 750,0ul 250,0ul
3 500,0pl 500,0pl
4 250,0pl 750,0pl
5 125,0ul 875,0ul
6 62,54l 937,5ul

Probenlosung:

Um eine Absorption durch die Eigenfarbe der Rotweinproben auszuschlie-
Ren, wurden 20ul des jeweiligen Rotweins mit 980ul EtOH10% 5min am Ult-
raschallbad gemischt (Verdinnung 1:50).

Zur Messung wurden die Losungen auf Raumtemperatur gebracht und wie
folgt in die Platte gefullt (Abb. 6, S. 15):

14



BL (Blindwert) ...
ST (Standard)1-6 ...

PC (Positivkontrolle) ...
RF (Referenz) ...
SM (Sample Messgruppen) ...

BL...Blindwert, ST...Standard
SM... Sample Messgruppen

15

200pl EtOH96%
200ul DPPH’ -Lésung
in absteigender Konzentration:
ST1=0,400mM
ST2=0,300mM
ST3=0,200mM
ST4=0,100mM
ST5=0,050mM
ST6=0,025mM

200ul DPPH’-Lésung
200pl EtOH96%
200ul DPPH’-Lésung

+ 15ul EtOH10%
+ 15ul Trolox

+ 15ul EtOH10%
+ 15ul Probe
+ 15ul Probe

1-6, PC...Positivkontrolle, RF...Referenz,



Bei der Befullung kam folgendes zeitliches Schema zur Anwendung:

200p! der entsprechenden Losung wurden jeweils vorgelegt und mit einer
8-fach Pipette zu festgesetzten Zeiten 15 pyl Probe bzw. Troloxstandard-
I6sung oder 10% EtOH zugesetzt (s. Tab. 3).

Tab. 3: Befullung der Titerplatte im DPPH-Assay

Zeit(mm:ss) |Bereich
00:00 A1-H5
04:00 AB-H7
08:00 A8-H9
12:00 A10-H11
16:00 A12-H12

Anschlieltend erfolgte Mischschritt a) (siehe Kap. 2.2.1, S. 13). Die Platte
verblieb, mit Deckel versehen, bis zum Zeitpunkt: 1:56:50 im auf 20°C
thermostatisierten Gerat. Der Deckel wurde entfernt, der zweite Mischschritt
aktiviert b) (siehe Kap. 2.2.1, S. 13) und die Messung der Absorption zu fest-
gesetzten Zeitpunkten ausgeflhrt (s. Tab. 4).

Tab. 4: Messung DPPH-Assay

Zeit (hh:min:sec): | Bereich:
02:00:00 A1-H5
02:04:00 AG6-H7
02:08:00 A8-H9
02:12:00 A10-H11
02:16:00 A12-H12

16



Berechnung:

Mit den Messergebnissen der Standards (ST1-6) wurde eine Kalibrations-
gerade erstellt, mit der man unter der Berlcksichtigung der Verdlinnung die

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) der Probe berechnen konnte.

Von den Mittelwerten der jeweiligen Standardverdinnungen wurde der gemit-
telte Blindwert subtrahiert und die Relative Absorption (Rel. Abs) nach der

Formel

Rel. OD = (Xo — X1)/Xo Xo... Mittelwert PC — Mittelwert BL
X1... Mittelwert ST — Mittelwert BL

berechnet.

Dann wurde mit der relativen Absorption (Rel Abs) der Standardldsungen die

oben genannte Kalibrationsgerade erstellt (s. Abb. 7).

Abb. 7: Kalibrationsgerade zur Berechnung der TEAC

y =1,2602x - 0,0025
R? = 0,9995
0,6
0,5 - /
0,4
[%2]
o
< 0,3
°
0,2
0,1
0 T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
conc. Trolox mM

Vom Mittelwert der Probenmessungen wurde der RF- Wert abgezogen und

die relative Absorption (Rel Abs). nach der obigen Formel berechnet.
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Durch Einsetzen des Ergebnisses in die Funktion der Kalibrationsgeraden
unter Berucksichtigung der Verdunnung (Ergebnis * 50) erhielt man die TEAC

(in mM Trolox) der Probe.

18



2.2.2 ABTS scavenging Test

Messparameter:

Messungsmodus: Absorption

Messwellenlange: 734 nm

Mikrotiterplatte: siehe oben
Anzahl der Blitze: 5
Messbereich: A1-HS5

AB-H7

A8-H9

A10-H11

A12-H12
Mischmodus: 240s kreisformig/hoch
Temperatur: 36,5-37,5°C

7mM ABTS "-Ldsung:

Stammldsunag:
7mM ABTS (MG=548,68) und 2,45mM K,S,05 (MG=270,32) wurden in des-

tilliertem. Wasser gelost, kurz am Vortex, dann 5min. am Ultraschallbad

gemischt und bei Raumtemperatur unter Lichtschutz mindestens 12h stehen
gelassen. Die so erhaltene Stammldsung war bei Lagerung unter Lichtschutz
bei RT mindestens 6 Tage verwendbar.

Fir die Anwendung verdinnte man die Stammldsung ca. 1:49 mit EtOH96%
bis zu einer Absorption von 0,7(+ 0,02) bei 734nm und equilibrierte bei 30°C.

Diese LOosung war jeden Tag frisch zuzubereiten.

Die Herstellung der Troloxstammlésung, der Standardlésungen und die Vor-

bereitung der Rotweinproben erfolgten wie beim DPPH scavenging Test.
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Die Mikrotiterplatte wurde wie folgt befullt:

Abb. 8: Befullung der Mikrotiterplatte im ABTS-Assay

rs P T = . . i
4 | |

BL (Blindwert) ... 200ul EtOH96% + 10ul EtOH10%
ST (Standard)1-6 ... 200ul ABTS™-Lésung + 10ulTrolox in

absteigender Konzentration:

ST1=0,400mM Trolox

ST2=0,300mM

ST3=0,200mM

ST4=0,100mM

ST5=0,050mM

ST6=0,025mM
PC (Positivkontrolle) ... 200ul ABTS™-Lésung + 10ul EtOH10%
RF (Referenz) ... 200p! EtOH96% + 10pl Probe
SM (Sample Messgruppen) ... 200ul ABTS™-Lésung + 10ul Probe
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Um die Dauer der Beflillung mdglichst kurz zu halten und damit die Reprodu-
zierbarkeit der Messungen nicht zu beeinflussen, wurde jeweils nur ein Teil
der Platte befullt (s. Tab. 5).

Tab. 5: Messbereiche im ABTS-Assay

Messung Bereich

A1-H5
AG-H7
A8-H9
A10-H11
A12-H12

QP IWIN—~

Die Messung erfolgte nach exakt 4min. Inkubation bei 37°C.

Berechnet wurde die TEAC der Proben analog dem DPPH Scavenging Test.
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3. EXPERIMENTELLER TEIL

3.1. Vorversuche

Ausgangspunkt beider Methoden zur Messung der Radikalfangerwirkung
bildete die Studie von De Beer et al. [3]. Sie war aufgrund des einfachen
Versuchsaufbaus und der Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahlt worden.
Wie in vielen anderen Studien war auch hier zur Vermessung ein
Spektrophotometer mit 1cm Quarzklvetten verwendet worden.

Um die Probenvorbereitung und den Messvorgang zu beschleunigen, eine
bessere Reproduzierbarkeit zu erreichen, den Kostenaufwand fur die Rea-
genzien zu verringern und vor allem einen hoheren Probendurchsatz pro
Zeiteinheit zu erzielen, wurden beide Methoden flr ein Mikrotiterplattenlese-

gerat adaptiert und validiert. Dazu waren folgende Vorversuche notwendig.

3.1.1 Validierung DPPH scavenging Test

Standard:

Es wurde das wasserlosliche Vitamin E- Analogon Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carbonsaure) als Standardsubstanz verwendet, wel-
ches sich besonders bei der Vermessung von Weinen etabliert hatte. Drei
unabhangige Versuche mit der Standardsubstanz wurden an drei unter-
schiedlichen Tagen durchgefuhrt. Sie bestatigten durch eine gute Linearitat
und Reproduzierbarkeit die Eignung dieser Substanz als Standard (siehe
Abb. 9 und Tab. 6, S. 23).
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Abb. 9: Linearitat der Messwerte von Troloxlosungen im DPPH-Assay
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Tab. 6: Wiederholprazision bei der Vermessung von Troloxlésungen im

DPPH-Assay
Trolox conc.: Rel Abs Rel Abs Rel Abs :
mM | Messungl i Messung2 : Messung3 : avgrel Abs | SA (&)
0,4 © 07530 i 0,7971 : 0,7673 : 0,7725 : 10,0225
0,3 0,5739 0,6122 0,6161 0,6007 0,0233
0,2 0,3850 0,4141 0,3838 0,3943 0,0172
0,1 0,1133 0,1570 0,1648 0,1451 0,0278
0,05 0,0294 0,0554 0,0539 0,0462 0,0146

Messungszeitpunki:

In der Studie von De Beer et al. [3] war nach 2h gemessen worden. Kinetik-

versuche mit der Standardsubstanz Trolox und drei verschiedenen Weinen

zeigten, dass die Reaktion mit dem Standard schon innerhalb einer Minute
ihren Endpunkt weitgehend erreichte (s. Tab. 7, Abb. 10 S. 24), wahrend die
Reaktion des DPPH -Radikals mit den Rotweinproben erst nach 2 Stunden
annahernd zum Stillstand kam (s. Abb. 11 und Tab. 8, S. 24).

Tab. 7: Kinetik von Troloxlosungen im DPPH-Assay

Trolox conc. :
min : 03mM i 0,2mM 0,75mM : 0,1mM 0,05mM : 0,025mM
1 . 0,6746 0,4450 0,3154 : 10,1887 0,0932 : 10,0434
2 0,6772 0,4452 0,3132 0,1872 0,0920 0,0430
3 0,6877 0,4452 0,3158 0,1884 0,0934 0,0441
4 0,6902 0,4485 0,3174 0,1895 0,0932 0,0442
5 0,6920 0,4495 0,3181 0,1912 0,0935 0,0435
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Abb. 10: Kinetik von Troloxlosungen im DPPH-Assay
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Abb. 11: Kinetik von drei Rotweinproben im DPPH-Assay
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Tab. 8: Kinetik von drei Rotweinproben im DPPH-Assay

TEAC
min Chianti BF Servus
1  6,2550 5,1846 4,1751
2 6,4142 5,3033 42776
3 6,5342 5,4635 4,4035
4 6,7006 5,6159 4,5272
5 6,7973 5,7299 4,6599
20 9,2360 8,0626 6,7029
35 10,3181 9,4562 7,7738
50 11,6493 10,6966 8,9290
65 12,9091 11,9494 10,2131
80 14,4283 13,0756 11,1334
95 15,0310 13,9563 11,2674
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Um die Resultate der dsterreichischen Weine mit jenen der stdafrikanischen
Weine [3] vergleichen zu kénnen, wurde der Messzeitpunkt nach 2 Stunden

Uubernommen.

Plattenfiillung und Reproduzierbarkeit:

Es zeigte sich im Laufe der Vorversuche, dass trotz der Verwendung einer
8-fach Pipette vom Zeitpunkt der Befullung der ersten wells bis zur vollstan-
digen Fullung der Platte mit ca. 12 Minuten Arbeitszeit zu rechnen war. Bei
der Messung nach 2 Stunden ergab sich daraus ein Trend der Ergebnisse,
wonach Proben des gleichen Weins in den zuerst gefullten wells einen nied-
rigeren TEAC-Wert aufwiesen als die Proben in den zuletzt gefullten. Um
eine bessere Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurden schliel3lich nur Teile
der Platte jeweils 4min. zeitversetzt beflllt und gemessen (siehe Kap.2.2.1
Tab. 3 und Tab. 4, S. 16). Die Abweichung der Ergebnisse innerhalb einer

Platte lag bei dieser Vorgangsweise unter 5% (s. Tab. 9).

Tab. 9: Vermessung einer Rotweinprobe innerhalb einer Platte im DPPH-

Assay
w4
Position rel Abs TEAC

avg B4-H4 0,4557 13,0054
avg B5-H5 0,5103 14,3850
avg B6-H6 0,4992 14,1064
avg B7-H7 0,4831 13,6994
avg B8-H8 0,4813 13,6518
avg B9-H9 0,4328 12,4274
avg B10-H10 0,4482 12,8161
avg B11-H11 0,4608 13,1347
avg B12-H12 0,4796 13,6093
Mittelwert 13,4262
SA (1) 0,6298
\Variationskoeffizient 4,69%
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Deckel:

Eine Inkubationszeit von 2h, in der die gefullte Platte bei RT im Gerat ver-
bleibt, barg die Gefahr des Verdunstens eines Teils des Losungsmittels und
infolgedessen eine schlechtere Reproduzierbarkeit. Bei entsprechenden Vor-
versuchen war ein Verlust von bis zu 50% beobachtet worden. Es konnte
somit gezeigt werden, dass das Aufsetzen eines Deckels auf die Titerplatten

wahrend der Inkubation unbedingt erforderlich ist.

Mischmodus:

Um eine gute Durchmischung der Losungen in den wells zu erreichen, wurde
ein initialer Schuttelschritt von 300s, bei dem die Titerplatte kreisférmig mit
hoher Frequenz bewegt wurde, gewahlt. Zusatzlich sollte ein weiterer Schut-
telschritt von 120s ebenfalls kreisformig ,normal® kurz vor der Messung einer

etwaigen Entmischung der Messlésungen vorbeugen.

Verdinnung der Rotweine:

In der Studie von De Beer et al. [3] war eine Verdunnung der Weine von 1:50
eingesetzt worden, um die Stérung der photometrischen Messung durch die
Eigenfarbe der Rotweine auszuschlie3en.

Als Verdunnungslosung wurde 10%iges Ethanol gewahlt, um das ,L6sungs-
mittel* von unverdinntem Rotwein anndhernd beizubehalten. Da die so
verdunnten Rotweinproben nach Umsetzung mit DPPH alle eine relative
Absorption im linearen Bereich des Assays zeigten (zwischen 20 und 80%
relative Absorption) und um eine Vergleichbarkeit mit anderen Studien zu
gewabhrleisten, wurde 1:50 mit 10%igem Ethanol beibehalten (s. Abb.12 und
Tab. 10, S. 27).
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Abb. 12: Relative Absorption der Proben im DPPH-Assay

70,00%

60,00% %

50,00% -
40,00% -

30,00% -

rel Abs in %

20,00% -

10,00% -

0100% T T T T T T T T T T T T T T T
ONO=NOOTNNON =D ON— D FONWO NN
SSESS522220552550255055 552

W16
W11

Tab. 10: Relative Absorption der Proben im DPPH-Assay

Probe avg rel Abs Probe avg rel Abs
W1  3257% @ W16 = 49,45%
W2 | 48,49% | W17 | 23,50%
W3  5134% | W18 | 39,17%
W4  48,09% W19  31,01%
W5  4292% = W20 = 28,58%
W6 | 34,00% | W21 | 43,82%
W7  32,95% @ W22  37,17%
W8  2430% &= W23 | 43,76%
W9  4666% @ W24  34,34%
W10 | 43,02% | W25 | 20,81%
W11 1 5987% = W26 | 30,06%
W12  5445% = W27  36,96%
W13 39,41% w28 48,13%
W14 | 28,73% | W29 | 30,14%
W15  52,44% W30  34,27%
| W31 | 40,49%
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Vergleichbarkeit der Gerate:

Es stellte sich schliel3lich auch die Frage, ob die Messergebnisse in Mikroti-
terplatten mit der Vermessung in Quarzglaskuvetten korrelierten. Mehrere
Versuche der gleichen Probe auf dem oben beschriebenen Gerat (s. Kap.
2.2, S. 12) und einem Kuvettenmessgerat ergaben eine Korrelation von
1,098 (£0,102).

Zusatzlich wurden die Messergebnisse der Troloxstandardldsungen an
beiden Geraten miteinander verglichen (n=5). Die gute Korrelation zeigte sich
hier durch eine Linearitat von R?=0,9986, wobei die Messung in Mikrotiter-
platten etwas empfindlicher war (y=ax+b, a=Steigung=0,9164) (s. Abb.13 und
Tab. 11, S. 29). Die Vermessung von Rotweinproben auf beiden Geraten be-
statigte die gute Vergleichbarkeit (R*=0,9727) (s. Abb: 14 und Tab. 12, S. 29).
Eine Vergleichbarkeit mit Messungen auf Kuvettenmessgeraten war somit

gewahrleistet.

Abb. 13: Vergleich der Rel Abs von Troloxstammlésungen an zwei Geraten

y=0,9164x+ 0,0865

R2=0,9986
0,9
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Tab. 11: Vergleich der Rel Abs von Troloxstamml6sungen an zwei Geraten

Tr. conc. mM X Y
0,4 ~0,7444  0,7651
0,3 05616 05995
0,2 © 0,3557 = 0,4116
015 - 02457 = 0,3319
0,1 - 0,1560  0,2253
005 = 00742  0,1506
0025 | 00231 | 0,1016

Abb. 14: Vergleich der TEAC einiger Rotweinproben im DPPH-Assay auf

unterschiedlichen Messgeraten

avg TEAC oben unten
9 y=0,9069x + 0,8307
) 2_
< 19 R®=0,9727
'_
5 17
(O] |
g 15
E 13
s 11 .
S 9. ¢
o
é 7 T T T T T
7 9 11 13 15 17 19
Mikrotiterplatte TEAC

Tab. 12: Vergleich der TEAC einiger Rotweinproben im DPPH-Assay auf
unterschiedlichen Messgeraten

TEAC avg X Y
Ws* | 104249 | 09,7442
we* 17,9862 17,4729
WB* 14,3397 13,6625
W1 9,9431 10,5049
W4 15,3112 14,9294
W5 15,6574 14,5434

*Rotweinmuster fiir Vorversuche
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Haltbarkeit der DPPH-L6sung:

Versuche zur Haltbarkeit der DPPH-Radikallosung zeigten eine starke

Entfarbung der Lésung nach 24 Stunden. Die Lésung mit EtOH 96% war
daher jeden Tag frisch zuzubereiten, unter Lichtschutz im Kuhlschrank

aufzubewahren und mdglichst rasch zu verwenden.

Haltbarkeit der Troloxstammlosung

Versuche zeigten, dass die Trolox-Stammlésung bei Lagerung im Kuhl-
schrank Uber mindestens 4 Tage hinweg stabil war (der Variationskoeffizient
der Messergebnisse lag innerhalb dieser Zeit unter 5%), die weiteren Ver-

dinnungen sollten jeden Tag neu hergestellt werden (s. Abb. 15 ,Tab. 13).

Abb. 15: Stabilitat der Troloxstammlosung im DPPH-Assay
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Q
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Tab. 13: Stabilitat der Troloxstammlésung im DPPH-Assay

Tage rel Abs
1 0,7971
3 0,8037
4 0,8005
avg rel Abs 0,7971
SA (1) 0,0033
Variationskoeffizient | 0,4133%
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Lagerung und Haltbarkeit der Proben:

In der Literatur fanden sich unterschiedliche Angaben zur Lagerung der
Proben. Bei der Lagerung im Kuhlschrank unter Lichtschutz in einem dicht
verschlossenen Gefald zeigte sich durch olfaktorische, geschmackliche und
optische Uberpriifung, dass die Rotweine durchschnittlich nach 14 Tagen
verdarben (saurer Geschmack, schlechter Geruch, Bodensatz). Einfrieren der
Probe direkt nach Entnahme aus der Flasche und Lagerung im Gefrierfach
hatte zur Folge, dass die Proben nach dem Auftauen einen unldslichen
Bodensatz zeigten, der die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Mess-
ergebnisse beeintrachtigte. Die Lagerung im Kuhischrank unter Lichtschutz

und dicht verschlossen wurde daher gewahilt.

Intraday-Reproduzierbarkeit im DPPH-Assay:

Um die Reproduzierbarkeit der Probenmessungen innerhalb eines Tages
(Intraday-Reproduzierbarkeit) feststellen zu konnen, wurden von drei
verschiedenen Rotweinen jeweils finf Messungen durchgeflihrt. Der Variati-
onskoeffizient lag im Mittel bei 1,88% (s. Tab. 14). Eine gute Intraday-

Reproduzierbarkeit war somit gegeben.

Tab. 14: Intraday-Reproduzierbarkeit der TEAC im DPPH-Assay

Messung W12 W14 W24

1 14,996 7,327 | 9,596

2 14,260 7,253 | 9,315

3 14,729 7,597 | 9,786

4 14,453 7,435 | 9,742

5 14,621 7,481 | 9,686

Mittelwert 14,612 7,418 | 9,625

SA (1) 0,279 0,134 | 0,187
Variationskoeffizient in % 1,907 1,806 | 1,945
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Interday-Reproduzierbarkeit

Auch die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse uber mehrere Tage hinweg
(Interday-Reproduzierbarkeit) sollte gemessen werden. Daflr wurden von
zwei Rotweinproben an zwei verschiedenen Tagen je mindestens vier
Messungen gemacht. Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffi-
zient wurden berechnet. SchlieBlich wurden die Wertereihen mittels
Students-T-test und F-Test auf einem 95%-Signifikanzniveau verglichen. Es
zeigte sich, dass beide Wertereihen der gleichen Grundgesamtheit ange-
horten (T- und F-Test nicht signifikant). Der Variationskoeffizient lag im Mittel
bei 4,05% (s. Tab. 15).

Tab. 15: Interday-Reproduzierbarkeit der TEAC im DPPH-Assay

Messung W14 W14 W26 W26
1 7,986 7,327 | 7,635 | 7,869
2 7,788 7,253 7,738 8,242
3 7,331 . 7597 7,740 7,872
4 8070 - 7435 7,816 82210
5 7,481 8,672
Mittelwert 7,585 7,977
SA () 0,298 0,333
Variationskoeffizient 3,935% 4,170%
T-test 0,103 = ns 0,576 = ns
F-test 0114 | ns 0,263  ns

32



3.1.2 Validierung ABTS scavenging Test

Es finden sich viele verschiedene Methoden zur Herstellung des ABTS-
Radikalkations in der Literatur, die sich sowohl bezlglich Radikalbildung als
auch Zeitpunkt der Probenzugabe unterscheiden. Im folgenden soll ein
kurzer Uberblick tber die Méglichkeiten gegeben werden, auf die Vor- und
Nachteile der jeweiligen Methoden wird in der Diskussion (Kap. 4, S. 60 ff.)

naher eingegangen.

Bei alteren Assays wie z. B. dem Ferrylmyoglobinassay (siehe unten) verhin-

derte die Probe die Radikalbildung, das heisst die Probe wurde in der

lag-Phase zugegeben. Bei anderen Methoden wurde die Probe der fertigen

Radikallésung zugesetzt und die Radikalreduktion gemessen [28,31].

Die alteste und wohl umstrittenste Methode der ABTS-Radikalgewinnung
erfolgt Uber die Bildung eines Zwischenradikals mit Metmyoglobin. Met-
myoglobin reagiert mit Wasserstoffperoxid zum Ferrylmyoglobinradikal,
welches ABTS zum ABTS *-Radikal oxidiert [6-8,18,23,27].

Eine andere Moglichkeit ist die Herstellung des ABTS™ mit Hilfe einer ther-
molabilen Azoverbindung. ABAP (2,2 -azinobis(2-amidinopropan) dihydro-
chlorid) wird einer ABTS-Stammldsung zugesetzt und die Lésung erhitzt.
Durch die Hitze zerfallt ABAP und oxidiert ABTS zum Radikal [14, 32].
Weiters wurde in der Literatur die Herstellung des ABTS-Radikals mit Man-
gandioxid (MnO;) beschrieben. ABTS reagiert in Losung mit MnO,, als oxidie-
rendes Agens zum gewinschten ABTS-Radikalkation [28].

Die Oxidation von ABTS mittels H,O, und Meerrettichperoxidase stellt eine
weitere Moglichkeit zur Bildung des Radikals dar [19,21,22]. Diese etablierte
enzymatische Methode ist allerdings praparativ und finanziell um einiges

aufwandiger als die chemischen Herstellungsverfahren.
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Auch mit Hilfe von Elektrizitat lasst sich das ABTS-Radikal generieren. Eine
Lésung von ABTS wird hierbei elektrochemisch in einer ,Spektroelektro-
chemischen Diinnschichtzelle bei 650-725mV zum ABTS™ oxidiert [30].

Ein anderer Weg der ABTS-Radikalherstellung erfolgt Gber die Oxidation mit
Kaliumperoxodisulfat. ABTS reagiert mit K;S;0g im wassrigen Medium zum
ABTS-Radikal und die Lésung war nach 12-16h stabil [3, 10,12,13,20,24,29].

Die Absorptionsmaxima lagen bei 415, 645, 734 und 815nm [29]. Da es eine
einfache schnelle, kostenglnstige und mit wenig praparativem Aufwand
verbundene Methode ist, bildete dieses Verfahren den Ausgangspunkt zur Wei-

terentwicklung und Evaluierung in der vorliegenden Arbeit.

Auch diese Methode wurde fir ein Mikrotiterplattenlesegerat adaptiert und

folgende Versuche durchgefihrt.

Standard:

Es wurde das wasserlosliche Vitamin E- Analogon Trolox als Standard-
substanz verwendet. Drei unabhangige Versuche mit der Standardsubstanz
wurden an drei unterschiedlichen Tagen durchgefihrt. Sie bestatigten durch
eine gute Linearitat und Reproduzierbarkeit die Eignung dieser Substanz als
Standard (s. Abb. 16, Tab. 16, S. 35).

Abb. 16: Linearitat der Messwerte von Troloxldsungen im ABTS-Assay
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Tab. 16: Wiederholprazision bei der Vermessung Troloxlésungen im ABTS-

Assay
Tr. conc. mM Rel Abs Rel Abs Rel Abs Avg SA (1)
Messung1  Messung2  Messung3

0,4 0,4618 0,4906 0,4561 0,4695 0,0185

0,3 03406 03163 = 03545 = 03371 = 0,0194

0,2 02258 | 02365 | 02514 = 02379 | 0,0129

0,1 . 00933 | 00845 | 00916 . 00898 . 0,0046
0,05 00414 . 00769 00375 . 00520 . 0,0217
0,025 00159 00102 00193 00151 0,0046

Mischmodus:

Es wurden verschiedene ,Schuttelarten” und unterschiedliche Mischungszei-
ten ausprobiert. Handisches Mischen wurde aus Griinden der Reproduzier-
barkeit nicht in Betracht gezogen. Eine Mischdauer von 240s bei kreisfor-
miger Bewegung der Platte mit hoher Frequenz stellte die effizienteste

Mischvariante dar und wurde fur die Versuche eingesetzt.

Verdinnungen der Rotweinproben:

In der Studie von De Beer et al. [3] war eine Verdinnung von 1:50 mit Etha-
nol 10% angegeben worden. In vorliegender Arbeit wurden verschiedene
Verdlinnungen untersucht (siehe Tab. 17 und Abb. 17, S. 36). Es zeigte sich
dabei, dass sowohl Konzentrationen unter 0,02 als auch unverdunnter Rot-
wein aulRerhalb des linearen Konzentrationsbereiches lagen. Im Einklang mit
der Literatur [32] war ein Trend war zu beobachten, dass die starksten Ver-
dinnungen eine hohere antioxidative Kapazitat aufwiesen als die weniger
stark verdunnten Proben. Daher wurde, wie fur solche Untersuchungen an
Rotweinen ublich [3,10,13], die Verdinnung 1:50 mit EtOH 10% flr die weite-

ren Messungen eingesetzt.

35



Tab. 17:

TEAC verschiedener Verdinnungen von vier Rotweinproben im

ABTS-Assay
TEAC TEAC

Verdlnnung Verdlnnung
(x:1) W1 w2 (x:1) w4 w5
0,10 2,946 3,748 1 0,729 0,757
0,04 5,247 = 6,010 0,1 3,024 2,693
0,02 | 9,043 | 8,732 0,05 | 4255 | 3,237
00133  nb. 11,736 0,035 5,511 4,585
0,01 12,272 |15,539 0,03 | 5546 | 5275
002 | 7702 | 7,220
0,01 112,319 11,068

Abb. 17:

TEAC verschiedener Verdlinnungen von vier Rotweinproben im

ABTS-Assay
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Temperatur:
Es wurden Messungen (n=3) bei RT, 30°C und 37°C durchgefuhrt, um den

Einfluss der Messtemperatur auf das Ergebnis im ABTS Assay feststellen zu
konnen. Es zeigte sich, dass mit steigender Temperatur die antioxidative

Kapazitat der Probe zunimmt (s. Abb. 18).

Abb. 18: Einfluss der Temperatur im ABTS Assay
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Das konnte mdglicherweise an einer hdheren Reaktionsgeschwindigkeit bei
hdéheren Temperaturen gelegen haben. Es wurde die Messtemperatur von
37°C gewahlt, um Bedingungen zu schaffen, die den Gegebenheiten im

menschlichen Korper moglichst nahe kommen.

Verdinnung von ABTS und Haltbarkeit der Stammlésung:
Wie in Kapitel 2.2.2, Seite 19 beschrieben, wurde zunachst eine ABTS-

Stammldsung hergestellt, die nach mindestens 12 Stunden Reaktionszeit bei

RT unter Lichtschutz eine stabile ABTS-Radikalkationldsung darstellte.
Die Inkubationszeit war notwendig, weil sich zwar sofort nach dem Lo6sen von
ABTS und K,S,0s in destillietem Wasser ABTS-Radikalkationen bildeten,
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das Gleichgewicht zwischen radikalisietem ABTS und nichtradikalisiertem
ABTS jedoch erst nach 12 Stunden stabil war [29].

Dann wurde mit EtOH96% soweit verdlinnt, bis die Losung eine Absorption
von 0,7+0,02 bei 30°C und 734nm aufwies (= gebrauchsfertige Messldsung).
Messungen der Absorption der verdinnten Stammldésung an aufeinander-
folgenden Tagen ergaben pro Tag einen Absorptionsverlust von 0,217 bzw.
Uber drei Tage einen relativen Absorptionsverlust von 56,20% (siehe Tab.
18). Die Verdunnung der Stammlésung musste daher jeden Tag frisch
erfolgen. Die Messlésung war unter Lichtschutz zu lagern und mdglichst bald

zu verbrauchen.

Tab. 18: Absorptionsverlust der verdiinnten ABTS*-Ldsung

Tag Abs  Verlustin %
0 - 0714 0,00
1 0,525 26,54
2 0,313 56,20

Die Stammldsung selbst war, bei RT und unter Lichtschutz gelagert, mindes-

tens 7 Tage ab Herstellung haltbar.

Messzeitpunkt:

In der Studie von De Beer et al. [3] waren die Analysenldsungen nach exakt 4
Minuten Inkubationszeit bei 37°C gemessen worden. Messungen nach 2, 4,
10 und 14min. zeigten deutlich einen logarithmischen Reaktionsverlauf (s.
Abb. 19 und Tab. 19, S. 39), im Messintervall wurde kein Endpunkt der

Reaktion festgestellt.
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Abb. 19: Kinetik von einer Rotweinprobe im ABTS-Assay

TEAC in mM Trolox

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit in min.

Tab. 19: Kinetik von einer Rotweinprobe im ABTS-Assay

W31 n=3
tin min TEAC SA (%)

0 0,000 0,000

2 6783 1,304

4 9,728 0,039

10 11,967 0,625

14 12,897 0,287

Die exakte Einhaltung des Messungszeitpunktes war daher beim ABTS-
Assay besonders wichtig. Im Vordergrund stand hier die Messung der schnell
einsetzenden Radikalfangerwirkung von Proben, wie sie auch im mensch-
lichen Korper relevant sind [32]. Aus Grinden der besten Reproduzierbarkeit
und unter BerUcksichtigung der Vergleichbarkeit mit anderen Studien wurde
der Messzeitpunkt nach 4min. Inkubation gewahit.

Die Reaktion von ABTS™ mit der Standardsubstanz Trolox erreichte schon
nach weniger als 30s ihren Endpunkt (s. Abb. 20 und Tab. 20, S. 40).
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Abb. 20: Kinetik von Troloxlésungen im ABTS-Assay
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Tab. 20: Kinetik von Troloxldsungen im ABTS-Assay

Tr. conc. mM 30s 240s SA (1)
04 : 0,4190 0,4196 0,0004
0,3 ~ 0,2868 0,2886 0,0013
0,2 ~ 0,1373 0,1384 0,0008
0,15 0,0832 0,0835 0,0002
0,1 . 0,0137 0,0134 0,0002

Vergleichbarkeit der Gerate:

Untersucht wurde auflerdem eine etwaige Korrelation der Messergebnisse
zwischen einem in der Studie von De Beer et al. [3] verwendeten Kivet-
tenspektrophotometer und dem Mikrotiterplattenlesegerat. Es wurde eine
Korrelation von 1,096+0,110 festgestellt. Zusatzlich wurden die Messergeb-
nisse der Troloxstandardlésungen an beiden Geraten miteinander verglichen
(n=3). Die gute Korrelation zeigte sich hier durch eine Linearitdt mit
R?=0,9989, wobei die Messung in Mikrotiterplatten etwas empfindlicher war

(y=ax+b, a=Steigung=0,9732). Die Ergebnisse waren demnach sehr gut

vergleichbar (s. Abb. 21 und Tab. 21, S. 41).
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Abb. 21: Vergleich der Rel Abs von Troloxstammldsungen an zwei Geraten
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Tab. 21: Vergleich der Rel Abs von Troloxstammlésungen an zwei Geraten

Tr. conc. mM X Y
0,4 0,5925 0,5883
0,3 0,4248 0,4254
0,2 0,2834 0,2920
0,15 0,2184 0,2269
0,1 0,1344 0,1400
0,05 0,0663 0,0844
0,025 0,0309 0,0515
0 0,0000 0,0000

Haltbarkeit der Troloxstammldsung

Versuche zeigten, dass die Trolox-Stammlésung bei Lagerung im Kuhl-

schrank Uber 4 Tage hinweg stabil war (der Variationskoeffizient der Mess-

ergebnisse lag innerhalb dieser Zeit unter 5%), die weiteren Verdunnungen
sollten jeden Tag neu hergestellt werden (s. Tab. 22 und Abb. 22, S. 42).
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Abb. 22: Stabilitat der Troloxstammlosung im ABTS-Assay
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Tab. 22: Stabilitat von Troloxstammlosungen im ABTS-Assay

Tage rel Abs
Lésung1 Ldsung?2
1 0,4439 : 0,4618
2 04602 | 04846
3 nb. | 04904
4 0,431 nb
avgrel Abs | 0,4451 | 04789
SA (&) 00146 0,0151
Variationskoeffizient  3,27% 3,16%

Intraday-Reproduzierbarkeit:

Um die Reproduzierbarkeit der vorliegenden ABTS- Methode innerhalb eines
Tages zu erfassen, wurden von drei Rotweinproben jeweils funf Messungen
durchgefuhrt. Der Variationskoeffizient lag im Mittel bei 4,267% (s. Tab. 23).

Tab. 23: Intraday-Reproduzierbarkeit der TEAC im ABTS-Assay

Messung W10 W17 W20

1 8,698 11,273~ 10,984

2 9,347 10,206 = 10,080

3 8,783 11,307 = 10,852

4 9,606 11,192 = 10,195

5 9,317 11,318 10,109
Mittelwert 9,150 11,059 | 10,444

SA (%) | 0,392 | 0479 | 0437
Variationskoeffizient = 4,279% = 4,336%  4,187%
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Interday-Reproduzierbarkeit:

Schliefl3lich sollte auch die Reproduzierbarkeit Uber mehrere Tage hinweg
ermittelt werden. Zwei Weine wurden daflr an zwei verschiedenen Tagen
jeweils mindestens vier Mal vermessen. Mittelwert der Messergebnisse,
Standardabweichung und Variationskoeffizient wurden berechnet und die
Wertegruppen der jeweiligen Tage mittels Students T- Test und F- Test auf
95% Signifikanzniveau miteinander verglichen. Es zeigte sich wie erwartet,
dass die Wertegruppen der gleichen Grundgesamtheit angehorten (T- und F-
Test nicht signifikant). Der Variationskoeffizient lag im Mittel bei 5,01% (s.
Tab. 24).

Tab. 24: Interday-Reproduzierbarkeit im ABTS-Assay

Messung W14 W14 W17 W17

1 6,974 7,278 9,969 11,273

2 7,289 6,428 11,210 10,206

3 ~ 6552 6831 = 10834 = 11,307

4 - 7445 6,904 = 11,510 11,192

5 7,316 11,318
Mittelwert 7,002 10,980
SA (+) 0,358 0,539
Variationskoeffizient 5,113% 4,913%

T-test 0319 ns 0671 ns

F-test 0999 ns 0530 @ ns
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3.2. Vermessung der Rotweine

Die entwickelten Methoden wurden verwendet, um 30 Osterreichische Weine
auf ihre Radikalfangerkapazitat zu Uberprifen. (Bedingungen siehe Kap.
2.21, S. 13 ff. und Kap. 2.2.2, S. 19 ff.). Alle Ergebnisse waren Mittelwerte
aus mindestens 5 Messmittelwerten, wobei sich ein Messmittelwert aus 7

Einzelwerten zusammensetzte.

3.2.1 Vermessungen mit dem DPPH- Assay

Mit diesem Versuchsaufbau (Bedingungen siehe Kap.2.2.1, Seite 13 ff.) sollte
die langerfristige Radikalfangerwirkung der Proben erfasst werden. Durch
eine Endpunktmessung war es moglich, die maximale antioxidative Kapazitat
(TEAC) der getesteten Rotweine zu erfassen. TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) von Wein ist per Definition die Konzentration der
Troloxldsung in mmol/l, deren antioxidatives Potential aquivalent dem der
gemessenen Probe ist [22]. Die Ergebnisse sind in Abb. 23 und Tab. 25,
Seite 45 dargestellt.

Abb. 23: TEAC Osterreichischer Rotweine im DPPH-Assay
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Tab. 25: Ergebnisse der Rotweinvermessungen mit DPPH

Probenbezeichnung TEAC DPPH SA DPPH (£) Variationskoeffizient %
W1 9,527 0432 4,538
w2 13,474 0,724 5,374
w3 14,554 0,207 1,424
W4 13,605 0,321 2,361
W5 11,969 0,576 4,809
W6 10,783 0,394 3,654
w7 10,857 0,440 4,050
w8 11,334 0,407 3,589
w9 10,357 0,253 2,447
W10 11,493 0,443 3,858
W11 15,759 0,702 4,455
W12 14,612 0,279 1,907
W13 10,839 0,541 4,988
W14 7,655 0,358 4,672
W15 : 14,157 0,538 3,803
W16 13,579 0,336 2,478
W17 8,142 0,249 3,060
W18 12,784 0,668 5,224
W19 9,225 0,214 2,314
W20 8,174 0,367 4,490
W21 12,033 0,695 5,774
W22 10,344 0,301 2,907
w23 12,017 0,713 5,933
W24 9,625 0,187 1,945
W25 5,472 0,204 3,729
W26 7,927 0,211 2,667
W27 9,382 0,491 5,230
W28 12,380 0,368 2,973
W29 8,139 0,237 2,910
W30 9,117 0,245 2,691
W31 i 10,591 0313 2,960
avg W1-31 | 10,965 . 0400 | 3,652

Die vermessenen Rotweine zeigten TEACP™" von 5,472-15,759. Der Mittel-
wert lag bei 10,965 (s. Tab. 25, Abb. 23, S. 44).
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3.2.2 Vermessung mit dem ABTS- Assay

Unter oben beschriebenen Bedingungen (Kap.2.2.2, S. 19 ff.) wurden die
Proben auch im ABTS-Assay vermessen. Durch die kurze Inkubationszeit
von 4min. wurde die sofort einsetzende bzw. kurzzeitige Radikalfanger-

wirkung erfasst (s. Tab. 26).

Tab. 26: Ergebnisse der Rotweinvermessungen mit ABTS

Probenbezeichnung TEAC ABTS SA ABTS (%) :Variationskoeffizient %
W1 8,535 0,266 3,122
w2 9,993 0,538 5,381
W3 : 9,368 : 0,515 5,498
W4 10,034 0,550 5,484
W5 9,527 0,465 4,885
W6 7,541 0,361 4,787
W7 6,915 0,243 3,520
w8 7,339 0,363 4,941
W9 8,534 0,462 5,410
W10 9,185 0,347 3,777
W11 12,109 0,676 5,587
W12 13,519 0,781 5,776
W13 8,774 0,304 3,462
W14 6,946 0,339 4,879
W15 10,698 0,467 4,361
W16 11,374 0,426 3,745
W17 11,106 0,410 3,695
W18 13,363 0,867 6,487
W19 : 9,948 : 0,431 4,330
W20 6,360 0,297 4,662
W21 8,105 0,297 3,663
w22 7,218 0,389 5,383
W23 6,538 0,282 4,315
W24 7,072 0,148 2,096
W25 5,135 0,341 6,632
W26 7,389 0,438 5,925
w27 7,413 0,440 5,936
W28 9,112 0,186 2,045
W29 7,579 0,180 2,370
W30 6,908 0,470 6,810
W31 9,080 0,218 2,403
avg W1-31 8,797 0,403 4,560
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TEAC in mM

Abb. 24: TEAC Osterreichischer Weine im ABTS-Assay
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Die vermessenen Rotweine zeigten TEAC"®™ von 5,135 - 13,363. Der
Mittelwert lag bei 8,797 (s. Abb. 24, Tab. 26, S. 46).

3.2.3 Vergleich der TEAC im ABTS- und DPPH-Assay

Im Vergleich der Ergebnisse beider Versuchsanordnungen wiesen fast alle
Rotweinproben eine hdhere antioxidative Kapazitat im DPPH-Assay auf (s.
Abb. 25, S. 48). Ausnahmen bildeten nur Wein 17, 18 und 19. Bei diesen
Proben handelte es sich um einen Rotwein der Sorte Blauburger und zwei
Muster der Sorte Pinot Noir. Da der DPPH-Assay hauptsachlich die lipophilen
Inhaltsstoffe erfasst [31], war moglicherweise in diesen Mustern ein beson-

ders geringer Anteil an lipophilen Radikalfangern enthalten.
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Abb. 25: Vergleich Weinvermessungen ABTS, DPPH
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3.2.4 Einfluss der Inhaltsstoffe auf die TEAC Osterreichischer Rotweine

Basierend auf diesen Assays wurde untersucht, ob ein Zusammenhang

zwischen bestimmten Inhaltsstoffen und der antioxidativen Kapazitat der

Rotweine besteht. Um im Linearitatsbereich der Assays die Ergebnisse

vergleichen zu kdnnen, wurden die Rotweine entsprechend verdunnt, sodass

die jeweils zu untersuchende Inhaltsstoffgruppe (Catechine, Epicatechine

Gesamtresveratrol oder Gesamtphenole) in jeder Probe in gleicher Konzen-

tration vorlag. Die Konzentrationen der jeweiligen Inhaltsstoffe der Rotwein-

muster sind in Tab. 27, Seite 49 aufgelistet.

Zwischen Catechinen, Epicatechinen, Gesamtresveratrol und TEAC im

DPPH- und ABTS-Assay konnten keine Korrelationen abgeleitet werden
(siehe Tab. 27, S. 49).
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Tab. 27: Inhaltsstoffe der untersuchten Rotweine

Nr. Gesamt - Catechin : Epicatechin Gesamt - Gesamt -
phenole mg/l mg/l mg/ | resveratrol mg/l :anthocyane mg/l
W1 1130 86,9 57,8 5,0 404
W2 1580 131,3 178,5 4,6 239
W3 1820 93,6 115,2 12,7 275
W4 1910 95,8 128,5 6,2 328
W5 1510 27,0 20,0 8,1 124
W6 1280 54,6 50,0 16,0 254
w7 1120 119,9 82,8 3,4 123
W8 : 1070 : 508 - 397 : 54 : 165
W9 1620 : 937 - 1107 i 8,5 i 269
W10 1600 - 755 499 _ 4,2 _ 107
W11 1670 117,7 72,7 3,0 98
W12 | 1770 | 1310 | 816 . 4,1 . 105
W13 1220 48,9 35,6 5,7 232
W14 1060 77,5 82,9 2,1 63
W15 1400 61,8 87,5 29 80
W16 1590 69,3 99,0 53 194
W17 870 138,4 61,8 3,3 155
W18 1400 130,9 57,3 4,2 41
W19 930 32,6 45,8 3,5 237
W20 840 32,2 36,9 1,2 74
W21 1620 74,0 86,3 3,5 87
W22 1090 73,3 42,6 4,6 63
W23 1360 58,7 49,6 4,1 137
W24 1090 : 378 15,5 : 3,3 : 158
W25 510 384 - 310 i 0,6 : 26
W26 970 - 774 526 _ 4,0 _ 22
W27 910 26,9 33,8 4,0 101
W28 | 1590 | 618 | 878 . 1,7 . 89
W29 970 - 36,7 557 ‘ 3,4 ‘ 216
W30 1080 464 463 3,0 133
W31 1340 . 1096 | 925 6,9 269

Tab. 28: Korrelation verschiedener Inhaltsstoffgruppen mit der TEAC im ABTS-
und DPPH-Assay

Stoffgruppe R2 R?
ABTS DPPH
Catechine 0,3608 0,1842
Epicatechine 0,1418 0,2624
Gesamtresveratrol 0,0079 0,0885

Gesamtanthocyane| 0,0101 | 0,0245
Gesamtphenole | 0,3590  0,7773
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Bei der Korrelation der Gesamtphenole mit der antioxidativen Kapazitat der
Proben ergab sich bei der Messung mit DPPH eine Korrelation von
R?=0,7773 (s. Abb. 26 und Tab. 29), wahrend die Ergebnisse des ABTS-

Assays mit den Gesamtphenolgehalten nicht korrelierten.

Abb. 26: Korrelation Gesamtphenole-TEAC im DPPH Assay
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Tab. 29: Konzentration von Gesamtphenolen; TEACPFPH
Nr.. TEAC®™™™ ' Gesamtphenole Nr.: TEACP™™ Gesamtphenole
(mM Trolox) (mgll) (mM Trolox) (mgll)
1 9,527 1130 17 8,142 870
2 13,474 _ 1580 18 12,784 _ 1400
3 14,554 1820 19 9,225 930
4| 13605 | 1910 20 8174 | 840
5 11,969 1510 21 12,033 1620
6 10,783 1280 22 10,344 1090
7 10,857 1120 23 12,017 1360
8 11,334 1070 24 9,625 1090
9 10,357 1620 25 5,472 510
10 11,493 1600 26 7,927 970
11 15,759 1670 27 9,382 910
12 14,612 1770 28 12,380 1590
13 10,839 1220 29 8,139 970
14 7,655 1060 30 9,117 1080
15:_ 14,157 ! 1400 31 10,591 1340
16 13,579 1590

50



3.2.5 Vermessung von Rotweinfraktionen

Im Rahmen einer laufenden Dissertation an der Universitat Wien wurden
Rotweine aktivitatsgeleitet fraktioniert und die Aktivitdt der Fraktionen an
glatten Muskelzellen des Endothels im Hinblick auf eine verstarkte Produktion
von NO vermessen [33,34]. Ziel der aktivitatsgeleiteten Fraktionierung sollte
die Isolierung des/der Inhaltsstoffe(s) von Rotwein sein, die fur die antioxida-
tive Wirkung von Rotwein verantwortlich sind. So wurden zwei Rotweine der
Sorten Merlot (W3) und Zweigelt (W4) in einen Vorlauf (VL), in dem haupt-
sachlich Pflanzensauren und -zucker angereichert waren, sowie eine stark rot
gefarbte Polyphenolfraktion (PP) getrennt und im ABTS-Assay untersucht
(s. Abb. 27, Tab. 30 und Abb. 28,Tab. 31, S. 52).

Abb. 27: TEAC von Fraktionen einer Merlotprobe im ABTS-Assay
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Tab. 30: TEAC von Fraktionen einer Merlotprobe im ABTS-Assay

Merlot VL PP
TEACagTS 10,29 3,87 22,40
TEACagTs in % 100,00 37,60 217,79
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Abb. 28: TEAC von Fraktionen einer Zweigeltprobe im ABTS-Assay
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Tab. 31: TEAC von Fraktionen einer Zweigeltprobe im ABTS-Assay

Zweigelt VL PP
TEACagTs 11,74 3,29 17,53
TEACagts in % 100,00 28,03 149,36

Die antioxidative Kapazitat der Fraktionen wurde mit jener der jeweiligen un-
fraktionierten Rotweine verglichen. Polyphenolfraktionen zeigten eine um bis
zu 117% hohere TEACagTs als der entsprechende Rotwein (dessen Aktivitat
jeweils auf 100% gesetzt wurde), wahrend der Vorlauf nur maximal 37% der
antioxidativen Kapazitat des Rotweins erreichte. Die vorliegenden Ergebnisse
korrelierten gut mit jenen der laufenden Dissertation, dass die Polyphenol-
fraktionen sowohl eine hohe antioxidative Kapazitat aufwiesen als auch eine
hohe NO-Produktion induzierten, wohingegen die Vorlaufe in beiden Assays

nur eine sehr geringe Aktivitat zeigten.
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3.3. Statistische Vergleiche der TEAC

Alle statistischen Vergleiche wurden mit dem Programm Graph pad prism
durchgefuhrt, der P-Wert war kleiner als 0,05. Es wurde hinsichtlich ver-
schiedener Sorten, unterschiedlicher Jahrgange, der Sorte Blaufrankisch im
Jahrgangsvergleich, verschiedener Anbaugebiete in Osterreich und Sorten

aus unterschiedlichen Regionen verglichen.

3.3.1 Sortenvergleich

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von unterschiedlichen Rebsorten
auf die TEAC in beiden Assays untersucht werden. Von den Sorten Blaufran-
kisch, Zweigelt, Pinot noir und Sankt Laurent standen jeweils mehrere Muster
zur Verfugung.

Im Sortenvergleich erreichte Pinot noir mit einem Mittelwert von 10,562
TEAC"®™ den héchsten Wert, gefolgt von Blaufrankisch (BF) und Zweigelt.
Die Sorte Sankt Laurent zeigte mit 6,914 TEAC*®™S den niedrigsten Wert
(s. Abb. 29 und Tab. 32, S. 54).

Abb. 29: Sortenvergleich im ABTS-Assay
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Bei der Messung der langfristigen antioxidativen Kapazitat wies die Sorte
Blaufrankisch mit 11,838 TEACP"™™ die beste Wirkung auf, die mit jener von
Zweigelt weitgehend Ubereinstimmte. Pinot noir war etwas weniger aktiv und
Sankt Laurent zeigte mit einem Mittelwert von 8,208 die geringsten Effekte
(Tab. 32, Abb. 30). Einzig die Sorten Sankt Laurent und Blaufrankisch
unterschieden sich signifikant (P=0,026).

Abb. 30: Sortenvergleich im DPPH-Assay
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Tab. 32: Ergebnisse im Sortenvergleich

Sorte (n) ABTS DPPH
~avgTEAC ~ SA(t) avgTEAC  SA()
BF(10) 9112 2231 11,838 2,091
Zweigelt(8) 9,078 1,542 11,548 2,489
Pinotnoir(3) ~ 10,562 3108 10,423 2,322
St.Laurent(3) | 6914 | 1706 | 8208 | 2370
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3.3.2 Vergleich verschiedener Jahrgange

Hinsichtlich aller Rotweine in verschiedenen Jahrgangen waren nur geringe,
nicht signifikante Unterschiede festzustellen. Rotweine des Jahres 2005
zeigten sowohl bei der kurzfristigen Radikalfangerwirkung als auch beim
Endpunktassay die hochste Wirksamkeit. Rotweine aus 2004 wiesen die
niedrigsten TEACP"™ auf und Weine des Jahres 2006 zeigten die niedrigsten
TEAC"®™ (s. Tab. 33 und Abb. 31). Die geringere kurzfristige antioxidative
Kapazitat der Weine 2006 ist mdglicherweise darauf zurlckzufihren, dass
die Weine zum Vermessungszeitpunkt noch sehr jung waren und sich bei
langerer Lagerung durch Kondensationsreaktionen eventuell weitere Inhalts-
stoffe bilden [12], die im ABTS-Assay relevant sind.

Tab. 33: Ergebnisse der unterschiedlichen Jahrgange

Jahrgang (n) ABTS DPPH

avg TEAC | SA(x) { avgTEAC | SA (1)
Rotwein 2004 (12) 8,639 2,392 10,335 2,719
Rotwein2005 (16) 9,087 1,950 11,433 2,401
Rotwein 2006 (3) 7,884 0,777 10,985 0,303

Abb. 31: Vergleich der unterschiedlichen Jahrgange im ABTS- und

DPPH-Assay
14
12
10 1
5 T
2
= 8
é OABTS
£ 5 EDPPH
]
<
i
'_
4
2
0 ‘
Rotweine 2004 (12) Rotweine 2005 (16) Rotweine 2006 (3)

55



3.3.3 Vergleich der Sorte Blaufrankisch in verschiedenen Jahren

Bei der Sorte Blaufrankisch standen aus drei Jahrgangen mehrere Proben
zur Verfugung. Jahrgang 2004 und 2005 zeigten eine annahernd Uberein-
stimmende antioxidative Kapazitat in beiden Assays, wahrend Blaufrankisch
aus dem Jahr 2006 besonders im ABTS-Assay deutlich weniger aktiv war.
Die Unterschiede waren allerdings nicht signifikant (s. Abb. 32, 33; Tab. 34,
S. 57).

Abb. 32: Blaufrankisch im Jahrgangsvergleich im ABTS- Assay
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Tab. 34: Blaufrankisch im Jahrgangsvergleich im ABTS- Assay

Jahrgang (n) ABTS DPPH

avg TEAC SA () avg TEAC SA (1)
BF2004 (3) 9,400 2,607 12,123 3,365
BF2005 (5) 9,608 2,456 11,978 1,935
IBF2006 (2) 7,440 0,143 11,059 0,390

3.3.4 Weinvergleich regional und Sortenvergleich nach Anbaugebiet

Beim Vergleich der Radikalfangerwirkung von Rotweinen aus verschiedenen
Anbaugebieten erreichten Rotweine aus dem Burgenland mit Mittelwerten
von 9,725 TEAC"®™ und 12,349 TEACP™™ die hochste antioxidative Kapazi-
tat gefolgt von Rotweinen aus Niederdsterreich. Wiener Rotweine zeigten im

Durchschnitt die geringste Aktivitat.

Tab. 35: Weinvergleich regional und Sortenvergleich nach Anbaugebiet

[Region (n) ABTS DPPH

avg TEAC SA (1) avg TEAC SA (1)
BF NO (3) 8,622 1,329 11,722 1,594
BF Burgenland (6) 9,725 2,586 12,349 2,247
Zweigelt Wien (3) : 8,265 0,779 =~ 10,850 2,355
Zweigelt NO (5) 9,565 1,751 11,967 2,736
Rotwein NO (12) 8,986 1,848 11,058 2,935
Rotwein Wien (12) 8,084 1,956 10,096 1,774
Rotwein Burgenland (6) 9,725 2,586 12,349 2,247
Rotwein Stdtirol (1) 9,527 0,465 11,969 0,576

Beim Vergleich der Sorten aus verschiedenen Anbaugebieten war die Ten-
denz Burgenland > Niederosterreich > Wien ebenfalls festzustellen. Die
TEAC von Mustern von Blaufrankisch aus dem Burgenland war hdher als von
Blaufrankisch aus Niederosterreich. Zweigelt aus Niederdsterreich zeigte ge-

genuber Zweigelt aus Wien eine hohere antioxidative Kapazitat.
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0,033) waren auch hier

Mit Ausnahme von TEACPP" Wien-Burgenland (P
die Unterschiede nicht signifikant (s. Tab. 35, S. 57, Abb. 34,35).

Abb.34: Vergleich von Weinen aus verschiedenen Regionen im ABTS-Assay
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Abb.35: Vergleich von Weinen aus verschiedenen Regionen im DPPH-Assay
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3.3.5 Vergleich Osterreichischer Rotweine mit Sudafrikanischen Rot-

weinen

Durch die Vielfalt der Messmethoden der antioxidativen Kapazitat hinsichtlich
Messungszeitpunkt, Probenaufbau etc. war es nur mdglich, die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit mit denen der Studie von De Beer et al. [3] zu ver-
gleichen.

Dabei zeigten Osterreichische Rotweine eine vergleichbare antioxidative

C"®TS etwas niedriger war

Kapazitat im Endpunktassay, wahrend der TEA
(s. Tab. 36 und Abb. 36). Auf die Problematik der Vergleichbarkeit von
Ergebnissen verschiedener Studien wird in der Diskussion naher ein-

gegangen (Kap. 4, S. 60).

Tab. 36: Vergleich von Weinen aus Stidafrika und Osterreich

ABTS SA (1) DPPH SA (1)
Avg W1-30 8,80 2,04 10,97 2,42
Siidafrika 2003 14,92 11,61
Siidafrika 2006 12,84 1,98

Abb. 36: Vergleich von Weinen aus Siidafrika und Osterreich

16
14

S 12 -
9
= 10 1 B Avg W1-30
E 8 B Siidafrika 2003
£ .| O Siidafrika 2006
O
h
=S

2 n

0 ‘

ABTS DPPH

59



4. DISKUSSION

In verschiedenen Studien wurde die antioxidative Kapazitat von Rotweinen
auf unterschiedlichste Weise vermessen, z.B. mit ORAC, FRAP und unter-
schiedlichen Méglichkeiten des ABTS- bzw. DPPH-Assays [29]. Viele Metho-
den eigneten sich zwar fir Messungen einzelner Muster, der Aufwand fur

Serienanalysen war jedoch relativ hoch.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, zwei Methoden zur Messung der
Radikalfangerwirkung im Hinblick auf niedrigeren Reagenzienverbrauch und
hoheren Probendurchsatz pro Zeiteinheit weiterzuentwickeln und zu

validieren.

Dazu wurden zunachst der DPPH-Assay und der ABTS-Assay flur die
Messung in einem Mikrotiterplattenlesegerat adaptiert.

Der DPPH-Assay wurde im Hinblick fur eine Endpunktmessung hinsichtlich
Messzeitpunkt, Mischungsart und -dauer, Haltbarkeit der Lésungen, Verdln-
nung der Rotweinproben sowie Intraday-, Interday-Reproduzierbarkeit und
Vergleichbarkeit der Messergebnisse mit Messungen im Kuvettenspektro-

photometer validiert.

Es zeigte sich, dass die im Zuge dieser Arbeit entwickelte Methode des
DPPH-Assays (Bedingungen siehe Kapitel 2.2.1, S.13 ff.) bezlglich der
Messergebnisse mit der Studie von De Beer et al. [3] gut Korrelierte.
Zwischen den im Mikrotiterplattenlesegerat und im Spektrophotometer
bestimmten TEAC-Werten wurde ein Korrelationsfaktor von 1,098+ 0,102
ermittelt. Die Vorteile dieser Vorgangsweise lagen im geringen Chemikalien-
verbrauch (215ul versus 2ml pro Messung), im hdheren Probendurchsatz pro
Zeiteinheit (96 well-Platte versus 1 Kulvette), im geringeren Arbeitsaufwand

und einer sehr guten Reproduzierbarkeit, weil Mischschritte, Inkubation und
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Messung automatisiert erfolgten und die Versuchsbedingungen somit bei

jeder Messung gleich waren.

Als zweite Methode wurde die Messung der Radikalfangerwirkung von
Rotweinen mit Hilfe von ABTS-Radikalkationen eingesetzt. Ziel war hier die
Erfassung der sofort einsetzenden Radikalfangerwirkung von Rotweinen, um
die Bedingungen im menschlichen Korper moglichst nachzuvollziehen.

Bei diesem Verfahren kam der Herstellung des ABTS-Radikalkations eine
wichtige Bedeutung zu, die, wie Studien gezeigt hatten [28,29], einen nicht

unbedeutenden Einfluss auf die Messergebnisse haben kann.

Die Herstellung des ABTS-Radikalkations Uber die Bildung eines Zwischen-
radikals mit Metmyoglobin hatte den Vorteil, dass sie gut etabliert war und die
Anwendung sich durch die Moglichkeit fertiger Kits relativ einfach, allerdings
nicht sehr kostengunstig gestaltete. In neueren Studien wurden andere
Methoden bevorzugt, weil sich der Assay nur flr hydrophile Proben eignete
und durch die Bildung eines Zwischenradikals die quantitative Umsetzung
von ABTS zum Radikalkation nicht gewahrleistet schien. Da die Probe bei
diesem Assay in der lag-Phase zugesetzt wurde konnte sie, wie in einer
Studie gezeigt worden war [29], zusatzlich mit dem Zwischenradikal reagie-

ren und so die Messergebnisse beeinflussen.

Die Herstellung mit ABAP unter Hitzeanwendung verlief sehr rasch und die
Methode erfasste sowohl lipophile als auch hydrophile antioxidative Substan-
zen, ein Problem stellte jedoch die mangelnde Stabilitat der Radikalldsung
dar. Es kam zu einem Absorptionsverlust von ca. 2% pro Stunde [32], der
eine Verwendung der hergestellten Ldosung fur Probenserien Uber den
ganzen Tag nicht ermdglichte.

Bei der Herstellung des ABTS-Radikalkations mit Mangandioxid konnte eine
Zwei-Elektronenoxidation® von ABTS zum Dikationradikal erfolgen, was die
stochiometrische Reaktion mit Antioxidantien beeintrachtigte und somit die

Anwendung dieser Methode limitierte [29].
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Die ABTS-Radikalkationherstellung auf elektrochemischem Weg in einer
,Spektroelektrochemischen Dunnschichtzelle® gewahrleistete eine sehr
rasche und vollstandige Umsetzung [12]. Voraussetzung war allerdings das
Vorhandensein eines entsprechenden Gerates.

Am haufigsten kamen in neuerer Literatur die Generierung des ABTS-
Radikalkations mit H,O, und Meerrettichperoxidase bzw. mit Kaliumperoxo-
disulfat zur Anwendung. Beide Methoden sind sehr gut validiert, eignen sich
sowohl flr lipophile als auch fur hydrophile Substanzgemische und kommen
fur die Anwendung fur breite Screenings in Frage. Aufgrund des geringeren
praparativen und finanziellen Aufwandes wurde in der vorliegenden Arbeit die

Radikalherstellung mit K2S,0g gewahilt.

Die Methode wurde fur ein Mikrotiterplattenlesegerat adaptiert und ebenfalls
hinsichtlich Messzeitpunkt, Verdinnung der Rotweinproben, Temperatur,
Mischungsart und -dauer, Haltbarkeit der Losungen sowie Intraday-, Interday-
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Messergebnisse mit Messungen
im Klvettenspektrophotometer validiert.

Es zeigte sich, dass die im Zuge dieser Arbeit adaptierte Methode des
ABTS-Assays (Kap. 2.2.2, S. 19) mit Messergebnissen der Studie von De
Beer et al. [3] in Klvettenspektrophotometern gut korrelierte (Korrelation
1,096+0,110). Vorteile der Methode waren wiederum der geringere Reagen-
zienverbrauch und damit ein geringerer finanzieller Aufwand, kleinere Pro-
benvolumina sowie die Moglichkeit, mehr Proben pro Zeiteinheit bearbeiten
zu kénnen.

Mit den adaptierten Assays standen somit zwei Systeme zur Verfigung, die
radikalfangenden Wirkungen von Probeserien rasch und kostengunstig

testen zu kbnnen.

In einer Reihe von Studien war bereits nachgewiesen worden, dass Rotwein
aus verschiedenen Landern eine gute antioxidative Kapazitat besitzt und die
phenolischen Inhaltsstoffe zu einem grof3en Teil mitverantwortlich dafir sind

[3,6-22]. Es galt in der vorliegenden Arbeit diese Resultate an Osterreichi-
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schem Rotwein zu bestatigen und Weine aus verschiedenen Anbaugebieten
in Osterreich, unterschiedlichen Jahrgangen und Sorten hinsichtlich ihrer
Radikalfangerwirkung zu vergleichen. Das Inhaltsstoffspektrum wurde eben-
falls naher charakterisiert und dessen Einfluss auf die antioxidativen Eigen-

schaften des Untersuchungsmaterials geprtift.

Alle 30 untersuchten Rotweinmuster zeigten sowohl beim ABTS-Assay
(TEAC"®"5=5135-13,363) als auch im DPPH- Assay (TEACPFPH=5472-
15,759) eine gute Radikalfangerwirkung. Die héchste TEACPPH von 15,759
wies Probe W11, ein Blaufrankisch aus dem Jahr 2004 vom Weingut
Kirnbauer auf, bei TEAC"®™® zeigte W12, ein Blaufrankisch 2005 von den
Vereinten Winzern mit 13,363 die hochste antioxidative Kapazitat. Die nied-
rigsten Werte in beiden Assays wurden flr Probe W25, ein Sankt Laurent aus
dem Jahr 2004 vom Weingut Mayer (TEAC*®"S=5 135, TEACP""H=5427)

ermittelt.

Im Vergleich der Messergebnisse beider Assays zeigten bis auf die Muster
W17, 18 und 19 alle Proben eine héhere TEACP™™ als TEAC"®™S. Ursache
dafur waren moglicherweise die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindig-
keiten der Einzelkomponenten des Rotweins mit dem Radikal [37]. Bei der
Endpunktmessung nach 2h im DPPH-Assay hatte der Grolteil der Reaktio-
nen ein Equilibrium erreicht im Gegensatz zur Kurzzeitmessung mit ABTS

nach 4min, was daher zu einer hdheren TEACPPPH fiihrte.

Im Jahrgangsvergleich wiesen Weine aus dem Jahr 2005 in beiden Assays
die hochste Aktivitat auf (TEAC*®TS=9,087 TEACPPPH=11,433). Rotweine des
Jahres 2004 zeigten tendenziell die geringste TEACP™™" (10,335) und jene
aus 2006 die niedrigste TEAC"®™S (7,884).

Tests von reinsortigen Rotweinen aus den Sorten Blaufrankisch, Zweigelt,

Sankt Laurent und Pinot noir untersuchten sortenspezifische Unterschiede:
Blaufrankisch zeigte beim Endpunktassay (TEACP"=11,838), Pinot noir
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beim Kurzzeitassay (TEAC"*®™=10,562) die hochste Aktivitat, wahrend Sankt
Laurent in beiden Testsystemen die geringsten Werte erreichte (TEACPFPH
=8,208, TEAC"®™=6,914) und sich im DPPH-Assay signifikant (P=0,026) von
Blaufrankisch unterschied. Obwohl fur die anderen Sorten keine signifikanten
Unterschiede feststellbar waren, zeigte sich eine deutliche Tendenz, nach der
die Wirkstarke beim Endpunktassay Blaufrankisch > Zweigelt > Pinot noir>
Sankt Laurent und beim ABTS-Assay Pinot noir > Blaufrankisch > Zweigelt >

Sankt Laurent war.

Hinsichtlich der Anbaugebiete schien das Burgenland die beste Region flr
Rotweine mit hoher Radikalfangerwirkung zu sein. So zeigte Wein aus dieser
Gegend im Mittel die hochste Kapazitait (TEACP™™"=12,349,
TEAC"PTS=9 725), die Aktivitdit von Rotweinen aus Niederdsterreich war
etwas geringer wahrend Muster aus Wien die geringsten Werte erreichten
(TEACP"P"=10,096, TEAC”PT5=8,084). Allerdings war nur der Unterschied
Burgenland-Wien im DPPH-Assay signifikant (P= 0,033). Der Trend Burgen-
land > Niederosterreich > Wien wurde auch im Vergleich von Zweigelt aus
NO und Wien sowie von Blaufrankisch aus dem Burgenland und NO
beobachtet.

Weiters wurde der Zusammenhang von der Radikalfangerkapazitat mit den
Konzentrationen verschiedener Inhaltsstoffgruppen untersucht. Im Einklang
mit der Literatur [3,4,6,11,12,19,20] war eine gute Korrelation der Gesamt-
phenolgehalte (510-1910 mg/l) mit der TEACP*" (5,472-15,759) von
R?=0,773 festzustellen. Die erheblich geringere Korrelation von Gesamtphe-
nolgehalt mit der TEAC*®*™ (R?=0,359) erklart der Umstand, dass viele
Inhaltsstoffe des Rotweins langer als 4min. bendtigen, um ein Reaktions-
equlibrium zu erreichen [35].

Der Gehalt von Einzelkomponenten wie Catechinen, Epicatechinen und
Gesamtresveratrol zeigte keine Korrelation mit der Radikalfangerwirkung der

Proben.
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Zusatzlich sollten die vorliegenden Ergebnisse mit Resultaten von Rotweinen
aus anderen Landern verglichen werden. Dabei bestand das Problem, dass
es zwar mannigfache Literatur Uber die Messung der antioxidativen Kapazitat
von Rotweinen aus zahlreichen Landern mit dem ABTS- oder DPPH-Assay
gibt, aber zahlreiche Variationen dieser Messmethoden aufgrund von
Unterschieden in Messungszeitpunkt, Radikalherstellung, Temperatur, Ver-
dinnung der Losungen, Messwellenlange etc. zur Anwendung kamen. Damit
sind die Resultate kaum vergleichbar und es zeigt sich deutlich die Notwen-
digkeit der Entwicklung einer standardisierten Methode, um Untersuchungen
von Rotweinen aus verschiedenen Landern in Zukunft besser vergleichen zu

konnen.

Dennoch war ein Vergleich der Ergebnisse von Osterreichischen Rotweinen
mit Resultaten von Stdafrikanischen Rotweinen aus Studien von De Beer et
al. [3,10] mdoglich.

Osterreichischer Rotwein erreichte im Vergleich mit jenen aus Sldafrika
ahnlich hohe Werte im TEACP™™ (Mittelwerte 10,965 versus 11,608),
wahrend die TEAC"®'™ etwas niedriger war (Mittelwerte 8,797 versus 14,916
bzw. 12,84).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, zwei Methoden zur Messung der Radikalfangerwir-
kung von Rotweinen fur ein Mikrotiterplattenlesegerat zu adaptieren und 30
Osterreichische Rotweine unterschiedlicher Herkunft, Sorten und Jahrgange

damit zu untersuchen.

Zur Erfassung der sofortigen Radikalfangerwirkung wurde der ABTS-Assay
eingesetzt, eine Endpunktmessung erfolgte mit dem adaptierten DPPH-
Assay. Die Validierung beider Methoden erfolgte hinsichtlich unterschied-
licher Messparameter. Bezuglich der Vergleichbarkeit der Messresultate mit
jenen, die entsprechend der Studie von De Beer et al. [3] erhalten wurden,
konnte eine gleichwertige Reproduzierbarkeit und Messgenauigkeit fest-
gestellt werden bei gleichzeitig kirzerem Zeitaufwand, geringerem Chemi-

kalienverbrauch und weitgehender Automatisierung der Arbeitsschritte.

30 Osterreichische Rotweine wurden mit dem weiterentwickelten DPPH-
Assay und dem ABTS-Assay vermessen. Mit Ausnahme von Pinot noir zeig-

DPPH
C

ten alle Weine eine hohere totale antioxidative Kapazitat (TEA ) als die

sofort einsetzende Radikalfangerwirkung (TEAC*®™). Im Sortenvergleich

C”BTS  Blaufrankisch die hdchste

erreichte Pinot noir die hdchste TEA
TEACPPPH. Sankt Laurent zeigte in beiden Assays die niedrigste Kapazitat.
Sowohl im Jahrgangsvergleich, als auch beim Vergleich der Anbaugebiete
konnten mit Ausnahme der TEACP"™ von Weinen aus dem Burgenland und
Wien, die sich signifikant unterschieden, nur Trends hinsichtlich der TEAC
festgestellt werden. So zeigte Wein aus dem Burgenland die hochste TEAC.
Etwas niedriger war die Kapazitat von Weinen aus Niederdsterreich und
Proben aus Wien wiesen die geringste Aktivitat auf. Rotwein aus dem Jahr
2005 zeigte in beiden Assays die hochste TEAC, der Jahrgang 2006 hatte

die niedrigste TEAC”®™ und jener aus 2004 die geringste TEACPF™H,
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Es zeigte sich eine gute Korrelation zwischen Gesamtphenolgehalt und der
totalen antioxidativen Kapazitat TEACP™™™ (r?=0,773) der Proben, keine
Korrelationen ergaben sich zwischen TEAC und den Konzentrationen von

Resveratrol, Catechin, Epicatechin und Anthocyanen in den Proben.

Im Landervergleich mit sudafrikanischen Rotweinen erreichten Osterrei-

chische Rotweine vergleichbare TEACpppH und geringere TEACagTs.
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