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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie zmian zawarto$ci polifenoli ogoétem, w tym antocyjanéw oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej odtwarzanych z koncentratow sokéw truskawkowych i z czarnych porzeczek bez
dodatkéw oraz wzbogacanych preparatem pektyn wysoko metylowanych, przechowywanych w temp.
20°C bez dostgpu $wiatta. W trakcie 4-miesigcznego przechowywania stwierdzono ubytek zawarto$ci
antocyjanow i polifenoli ogétem, co powodowato obnizenie si¢ pojemnosci przeciwutleniajacej.

Zawarto$¢ antocyjanéw badano metoda HPLC. Pomiar zdolnosci wygaszania wolnych rodnikow wy-
konano metoda EPR przy uzyciu stabilnego rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu). Stwierdzo-
no, ze dodatek pektyn znacznie spowalnia obnizanie aktywnos$ci przeciwutleniajacej. Bezposrednio po
wytworzeniu pojemnos$¢ przeciwutleniajaca probek sokéw z czarnych porzeczek z dodatkiem pektyny,
jaki i1 kontrolnych byta zblizona i wynosita odpowiednio 3,48 i 3,41 mM Troloxu/100 ml. Jednak po 4
miesiacach wartosci te wynosity juz 3,29 oraz 3,01 mM Troloxu/100 ml, co $wiadczy o stabilizujacym
wplywie dodatku pektyn.

Stowa kluczowe: truskawki, czarne porzeczki, soki, antocyjany, aktywno$¢ przeciwutleniajaca, EPR,
wolne rodniki

Wprowadzenie

W ciagu ostatnich dziesigciu lat obserwuje si¢ wyrazne tendencje wzrostowe
w zakresie produkcji pitnych sokéw owocowych, napojéw i nektaréw [8]. W warun-
kach polskich soki owocowe sa najczesciej otrzymywane z zageszczonych sokow
owocowych przez odtworzenie udzialu wody usunigte] w czasie zageszczania. Jedno-
czes$nie nastepuje przywrocenie aromatu odzyskanego w czasie przerobu, dzigki czemu
uzyskuje si¢ produkt o cechach charakterystycznych dla gatunku owocow z jakiego
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otrzymano koncentrat lub potkoncentrat [11]. Niestety, niektore z cech sensorycznych
i fizykochemicznych moga ulega¢ obnizeniu podczas otrzymywania potproduktow
i wyrobow finalnych, jak i ich skladowania. Uwarunkowania techniczno-technolo-
giczne i ekonomiczne spowodowaty odejscie od produkcji potkoncentratow. Rozwoj
technologiczny pozwoli na efektywne zwigkszenie stopnia zaggszczania, co jednak
przy wrazliwych surowcach jagodowych moze skutkowa¢ nieco wigkszymi zmianami
degradacyjnymi barwy anizeli mialo to miejsce przy uzyskiwaniu potkoncentratow,
jednak sprzyja osiaganiu korzysci ekonomicznych przy przechowywaniu. Jezeli po-
zwala na to potencjat techniczny zaktadu, celem zniwelowania negatywnych zmian,
koncentraty z surowcow szczeg6lnie wrazliwych, np. truskawek czy malin, sktaduje
si¢ w temperaturach zamrazalniczych.

Podczas przetwarzania i przechowywania zywnosci moze dochodzi¢ rowniez do
zmnigjszenia zawartosci substancji biologicznie aktywnych, szeroko rozumianych
polifenoli, w tym antocyjanow, a takze fenolokwaséw i innych waznych zwiazkow, jak
np. witaminy C. W wyniku bezposredniej kondensacji antocyjanow i flawanoli, pod-
czas przerobu i sktadowania zywnosci pochodzenia roslinnego dochodzi takze do reak-
cji kondensacji wywotujacych zmiany barwy. Jednakze niekorzystne zmiany w zywno-
$ci moga by¢ ograniczone przez prawidtowe prowadzenie proceséw przetworczych,
a szczegolnie wlasciwe przechowywanie i obrot, co interesuje zarowno konsumentow,
jak i przetworcoéw. Sklonito to do poszukiwania sposobow, ktore pozwolityby na stabi-
lizacje pozadanych sktadnikow bez zmniejszania ich dostgpnosci biologicznej. Stato§¢
prozdrowotnych sktadnikéw zywno$ci uwaza si¢ bowiem za jeden z warunkow rozwo-
ju zywnosci funkcjonalnej [4, 6, 10, 13].

Ograniczenie degradacji antocyjandw mozna uzyska¢ obnizajac temperature
przechowywania, ograniczajac dostep tlenu i §wiatla, jak réwniez na drodze ich mig-
dzyczasteczkowych interakcji z hydrokoloidami. Dochodzi wowczas do zamknigcia
czasteczek antocyjandow w strukturze zelu, jednak do konca mechanizm ten nie zostat
jeszcze wyjasniony [4]. Efekt ochronny pektyn w stosunku do antocyjanéw i innych
zwiazkow polifenolowych uzyskano réwniez we wstgpnych badaniach wtasnych [6,
13]. Dodatek preparatow pektynowych powoduje wzrost lepkosci, co w efekcie utrud-
nia wymiang reagentow, a tym samym wptywa na tempo reakcji. Jednakze duza ilo$¢
zmiennych wplywajacych na stabilno$¢ i zachowalno$¢ antocyjandow uzasadnia ko-
nieczno$¢ prowadzenia dalszych badan, ktore pozwola na lepsze ich zachowanie
w produkcie finalnym, a tym samym zwigkszenie jego wartosci zywieniowej. Dotych-
czas prowadzone prace badawcze w gldwnej mierze dotyczyly badan na sokach otrzy-
mywanych bezposrednio z surowca. W celu odniesienia wynikow badan do warunkow
przemystowych postanowiono przeprowadzi¢ prace badawcze na sokach odtwarzanych
z koncentratow.
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Celem pracy bylo okreslenie wptywu wzbogacania sokéw odtwarzanych z kon-
centratow z truskawek i czarnych porzeczek preparatem pektyn wysoko metylowanych
na zachowalno$¢ antocyjanow, polifenoli, witaminy C oraz wlasciwosci przeciwutle-
niajacych 1 zmiany barwy w trakcie 4-miesigcznego przechowywania w temp. 20°C
bez dostepu $wiatla.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowily soki odtwarzane z koncentratow truskawkowych
(64,5 Bx) i z czarnej porzeczki (65,2 Bx), przygotowane w skali laboratoryjnej. Zgod-
nie z zaleceniami kodeksu praktyki do oceny sokéw owocowych i warzywnych [7],
ekstrakt soku truskawkowego ustalono na poziomie 7 Bx, za$ z czarnej porzeczki 11,6
Bx. Z soku przygotowano probki w wariantach: bez dodatkow i z dodatkiem 0,1%
preparatu pektyny wysoko metylowanej WECJ A3. Sok rozlano do 200 ml stoikow
i pasteryzowano 20 min w temp. 90°C. Po obrobce termicznej produkt schtodzono
i przechowywano przez 4 miesiace w temp. 20 & 1°C bez dostgpu $wiatta. Soki badano
co 60 dni, a analizy przeprowadzano na 3 odrgbnych opakowaniach z tej samej partii.

Badania analityczne obejmowaty oznaczenie zawartosci polifenoli, w tym antocy-
janow. Wyznaczano tez potokres ich rozpadu oraz okreslano aktywno$¢ przeciwutle-
niajaca z uzyciem techniki EPR. Zawartos¢ antocyjandw oznaczano metoda HPLC
zuzyciem zestawu firmy Shimadzu, sktadajacym si¢ z detektora UV-VIS SPD-10A
VP, pompy LC-10AT VP, pieca CTO-10AS VP, degazera DEGASEX™ model DG-
400 (Phenomenex), wspotpracujacego z programem do zbierania danych Chromax
2003. Do rozdziatu uzywano kolumny Luna 5 pm C18(2) 250 x 4,6 mm (Phenome-
nex), przy przeptywie 1 ml/min w temp. 25°C. Faz¢ ruchoma stanowita mieszanina
woda : acetonitryl : kwas mrowkowy (810:90:100; v/v/v). Rejestracje antocyjanow
prowadzono przy A = 520 nm. Identyfikacji zwiazkéw dokonywano na podstawie
widm oraz czasow retencji porownywanych z wzorcami. Koncowa zawarto$¢ antocy-
jandéw przeliczano na cyjanidyno-3-glukozyd. Przed nastrzykiem probki oczyszczano
w minikolumnach Sep-Pak C18 firmy Waters. W badanych sokach oznaczano rowniez
zawartos¢ witaminy C metoda HPLC, uzywajac identycznego zestawu w tych samych
warunkach detekcji przy 254 nm, a jako eluent stosowano 0,1% H;PO,. Wyznaczano
réwniez indeks degradacji antocyjandw metoda Francisa-Fuleki [2]. Pomiar zawarto$ci
polifenoli ogdtem wykonywano wg metody Gao [3], wyrazajac wynik w przeliczeniu
na kwas galusowy.

Parametry barwy oznaczano w $wietle przechodzacym, przy uzyciu kolorymetru
Konica Minolta CM-3600d, w kuwetach szklanych o grubosci 1 cm. Pomiary prowa-
dzono w systemie CIELAB, stosujac typ obserwatora 10° oraz iluminant Dys.

Pomiar wtasciwosci przeciwutleniajaych sokow prowadzono metoda elektrono-
wego rezonansu paramagnetycznego EPR, z uzyciem trwatego rodnika 1,1-difenylo-2-
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pikrylohydrazylu (DPPH). Pomiary prowadzono w spektrometrze firmy Bruker
ELEXSYS E 500 pracujacym metoda fali ciagltej. Do badan uzywano komory rezonan-
sowej SHQE - Super High Q cavity. Rejestracji widm dokonywano przy nastgpujacych
parametrach: Q (stosunek v, do Av) = 4800, czgstotliwos$¢ rezonansowa — 9,44 GHz,
moc — 20 mW, indukcja magnetyczna B — 3366 G, szeroko$¢ przemiatania — 400 G,
czas przemiatania — 41,17 s, czgstotliwo$¢ modulacji — 100 kHz, amplituda modulacji
— 2 G, czulo$¢ odbiornika — 68 dB. Sygnat wzorca DPPH stanowit roztwor DPPH
w metanolu o stgzeniu 2,421 mmol/dm’. Do 5 ml wzorca dodawano po 50 pl soku,
intensywnie wytrzasano i szczelnie zamknigte probki pozostawiano w zaciemnionym
miejscu. Intensywnos¢ integralna sygnatu liczono programem do obrobki widm EPR
firmy Bruker. Korzystajac z metody najmniejszych kwadratow, ilo§¢ wygaszonego
DPPH przeliczano na rownowazniki Troloxu [mM/100 ml].

Wiyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania laboratoryjne z zastosowaniem wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej pozwolity na precyzyjne okreslenie w sokach zawarto$ci antocy-
janow (rys. 1). Szczegolnie interesujace byto sprawdzenie wplywu preparatow pekty-
nowych na stabilno$¢ zwiazkoéw antocyjanowych sokow.
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Rys. 1. Zmiany zawartosci antocyjanow w sokach z truskawek i z czarnych porzeczek w trakcie ich
przechowywania.
Fig. 1.  Changes of anthocyanins contents in strawberry and black currant juices during storage.
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Odtwarzane z koncentratow kontrolne soki truskawkowe, bezposrednio po ich
otrzymaniu, zawieraly 12,6 mg antocyjanow/100 ml. Z kolei soki wzbogacone prepara-
tem pektyny wysoko metylowanej zawieraty 12,7 mg antocyjanow/100 ml. W przy-
padku sokéw z czarnych porzeczek catkowita zawarto$¢ antocyjanéw wyrazona jako
cyjanidyno-3-glukozyd w soku kontrolnym ksztaltowata si¢ na poziomie 68,8 mg/100
ml, zas§ w soku wzbogacanym pektyna 68,6 mg/100 ml. W ciagu 4-miesigcznego prze-
chowywania sokéw w temperaturze pokojowej, niezaleznie od wariantu soku, odnoto-
wano 78% ubytki barwnikow antocyjanowych w produktach truskawkowych (pozosta-
o $rednio 12,7 mg/100 ml) i 76% w sokach z czarmych porzeczek (pozostato $rednio
16,2 mg/100 ml). W sokach truskawkowych na skutek przemian podczas przechowy-
wania nastapil duzy wzrost indeksu degradacji z 1,4 po produkcji do 3,7 po przecho-
wywaniu, co przede wszystkim wynika ze stosunkowo niskiej stabilnosci dominuja-
cych w skladzie antocyjanowym truskawek pelargonidyn. Znacznie wyzsza stabilno$§¢
wykazuja zawarte w czarnych porzeczkach delfinidyny [5]. Potwierdzil to réwniez
nizszy indeks degradacji sokow porzeczkowych, ktory wyniost po produkeji 1,2, zas
po 4 miesiacach sktadowania 1,8.

Jednoczesnie wykazano brak istotnego efektu ochronnego preparatoéw pektyno-
wych na antocyjany pod wzgledem ilosciowym, w przypadku odtwarzania sokow
z koncentratow, jak miato to miejsce przy sokach otrzymanych bezposrednio z owo-
cow [6, 13]. Jednakze spektrofotometryczne pomiary barwy szczegdlnie sokow tru-
skawkowych potwierdzity korzystny wptyw pektyny, co przedstawiono w dalszej cze-
$ci pracy. Nalezy podkresli¢, ze poprawe stabilnosci sokéw z pektyna dzigki miedzy-
czasteczkowym interakcjom antocyjanéw z hydrokoloidami, w tym z pektynami, ob-
serwowano w przypadku sokow bezposrednio tloczonych z surowca, co potwierdzity
zardwna badania wilasne, jak i innych eksperymentatoréw [1, 4, 6, 13]. Brak ochronne-
go dziatania pektyn w zakresie ilosciowym przypuszczalnie wiaze si¢ z faktem, ze
w wyniku negatywnego wplywu czynnikow technologicznych podczas przemystowego
otrzymywania koncentratdw, pdzniejszego ich przechowywania, nast¢pnie odtwarzania
z nich sokéw podanych obrébce termicznej doszlo do dalece posunigtej degradacii,
w efekcie czego nie bylo mozliwe osiagnigcie pozadanego efektu stabilizujacego.

Uwzgledniajac fakt, ze antocyjany stanowia tylko jedna z grup zwiazkow polife-
nolowych oraz bogactwo tych substancji w truskawkach i porzeczkach dokonano po-
miaru ogolnej zawartosci zwiazkow polifenolowych (rys. 2). Soki truskawkowe bez
dodatkéw oraz wzbogacone preparatem pektynowym zawieraly polifenole w ilosci,
odpowiednio, 179,4 oraz 185,4 mg/100 ml. Z kolei w sokach z czarnych porzeczek
catkowita zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych wynosita 478,2 mg/100 ml w sokach
bez dodatkow oraz 487,8 mg/100 ml w sokach z pektyna.

Podczas 4-miesigecznego sktadowania stwierdzono 15,5% straty polifenoli w so-
kach truskawkowych bez dodatkow i 13,8% w probkach, do ktérych dodano 0,1%
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preparatu pektynowego. Analogiczne kierunki zmian obserwowano w sokach z czar-
nych porzeczek, w ktérych sktadowanie spowodowato straty na poziomie, odpowied-
nio, 11,1% w probkach kontrolnych i 10,9% w wariancie wzbogaconym pektyna.
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Rys. 2. Zmiany zawartosci polifenoli ogétem w sokach z truskawek i z czarnych porzeczek w trakcie ich
przechowywania.

Fig. 2. Changes of polyphenols contents in strawberry and black currant juices during storage.

Naukowo potwierdzony korzystny wplyw antocyjanow i innych polifenoli na
zdrowie przemawiaja za tym, aby dazy¢ do jak najlepszego zachowania tych zwiazkow
w przetworach. W uktadach naturalnych polifenole wyst¢puja wraz z innymi substan-
cjami ksztaltujacymi potencjat przeciwutleniajacy, takimi jak witamina C. Przeprowa-
dzone analizy chromatograficzne, analogicznie jak w przypadku polifenoli, wykazaty
stosunkowo niewielkg zawarto$¢ witaminy C, w poroéwnaniu z danymi literaturowymi.
Soki truskawkowe obydwu wariantow zawieraty bezposrednio po wyprodukowaniu
blisko 4,5 mg witaminy C/100 ml za$ soki z czarnych porzeczek 22,5 mg/100 ml. Mala
zawarto$¢ wyjsciowa oraz nieznaczne zmiany w trakcie przechowywania dowodza, ze
stosunkowo duza degradacja tej witaminy miata miejsce na wczesniejszych etapach pro-
dukcji, dlatego w koncowym etapie zaobserwowano tylko niewielkie zmiany. Pozostata
zawarto$¢ witaminy C w soku truskawkowym i porzeczkowym (niezaleznie od wariantu
doswiadczenia) ksztattowata si¢ na poziomie, odpowiednio, 4,0 1 19,7 mg/100 ml.
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Mate zmiany zawarto$ci zwiazkéw polifenolowych zawazyty na przeprowadzeniu
pomiaru aktywnosci przeciwutleniajacej z zastosowaniem selektywnej metody EPR.
Szeroko rozpowszechnione w §wiecie roslinnym zwiazki polifenole odgrywaja bo-
wiem bardzo wazna role w ksztalttowaniu pojemnosci przeciwutleniajacej. Jednak
z uwagi na wysoka reaktywno$¢ odczynnika Folina-Ciocalteu’a wyniki pomiaru tych
substancji moga nie w pelni odzwierciedla¢ stan faktyczny m.in. z uwagi na mozliwos¢
reakcji z witaming C i innymi sktadnikami [6, 10]. Ponadto obecnos$¢ zwiazkow spoli-
meryzowanych wptywa na kinetyke reakcji rodnika DPPH z przeciwutleniaczem, po-
wodujac dodatkowe zafalszowanie pomiaro6w. Rozwigzaniem moga by¢ pomiary pet-
nej kinetyki wygaszania, jak to przedstawiono w prowadzonych wczes$niej badaniach
sokow jabtkowych [10].

Bezposrednio po otrzymaniu pojemno$¢ przeciwutleniajaca odtwarzanych sokoéw
truskawkowych bez pektyny wynosita 1,26, a z pektyna 1,33 mM Troloxu/100 ml (rys.
3). W przypadku sokoéw z czarnych porzeczek wartosci te wynosity odpowiednio 3,41
13,48 mM Troloxu/100 ml.
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Rys. 3. Zmiany pojemnosci przeciwutleniajacej w sokach z truskawek i z czarnych porzeczek w trakcie
ich przechowywania.

Fig. 3. Changes of antioxidant capacity in strawberry and black currant juices during storage.

Najwigksze zmiany pojemnosci przeciwutleniajacej wystepowaly w probkach bez
dodatkow. Po 4 miesiagcach przechowywania sokow truskawkowych nastapito zmniej-
szenie zdolno$ci wygaszania wolnych rodnikow do 72,2% pierwotnej wartosci, zas$
w sokach porzeczkowych do 88,3%. Z kolei pojemno$¢ przeciwutleniajaca sokow
z dodatkiem pektyny byta bardzo stabilna i po czterech miesiacach przechowywania
stanowita odpowiednio 89,5% oraz 94,4% wartosci probki kontrolnej. Swiadczy to
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o przydatnosci i stusznosci dodawania tych substancji zwitaszcza do sokdéw truskaw-
kowych, w ktérych wystepuja bardzo labilne pelargonidyny [13].

W celu pehiejszej charakterystyki barwy analizowanych sokow wykonano po-
miary barwy w $wietle przechodzacym metoda fotokolorymetryczna w systemie
CIELAB. W probkach kontrolnych sokow truskawkowych i porzeczkowych wartos¢
parametru a*, informujacego o potozeniu w przestrzeni barwnej pomigdzy czerwienia
i zielenia, wynosita odpowiednio 44,56 i 31,03, natomiast parametru b*, okreslajacego
polozenie migdzy barwa z6tta a niebieska, odpowiednio 33,71 i 8,49 (tab. 1).

Tabela l
Wyniki pomiaréw barwy sokow z truskawek i czarnych porzeczek w systemie CIELAB w trakcie ich
przechowywania.
Measurments results of colour in strawberry and black currant juices in CIELAB system during storage.

Czas przecho- Parametry barwy / Colour parameters
];eolf:;z}lj [X}i::?;::] Sok truskaw%(o.wy Sok z czarnej pf)r'zeczki
Pectin addition | Storage time Strawberry juice Blackberry juice
[months] L* 2% b* L* a* b*
0 19,65 44,56 33,71 5,84 33,23 9,95
NS 2 13,49 35,66 23,20 5,35 31,78 9,08
4 11,75 31,51 20,11 4,95 30,37 8,44
0 25,10 50,61 43,18 5,14 31,57 8,74
P 2 18,41 42,27 31,67 4,95 30,26 8,41
4 15,25 38,57 26,24 4,43 28,07 7,58

Objasnienia: / Explanatory notes:
NS — probka kontrolna / control samples without stabilizer; P — probki z pektyna / samples with pectin.

Wykazano, ze w przypadku sokow truskawkowych dodatek pektyny spowodowat
przesunigcie parametrow barwy w kierunku czerwono-zottym. Poczawszy od momentu
otrzymania poprzez caty okres sktadowania, wartosci a* i b* wzrosty odpowiednio do
50,61 oraz 43,18. Dodatek preparatu pektynowego spowodowat takze wzrost parame-
tru L*, ktory przyjmuje wartosci od 0 (czarny) do 100 (biaty) [12]. Jasno$¢ soku tru-
skawkowego w wyniku wzbogacania w pektyne wzrosta z 19,65 do 25,10. Wyzej opi-
sywanego efektu zasadniczo nie obserwowano w sokach z czarnych porzeczek, w kto-
rych zmiany parametrow barwy w zakresie wszystkich badanych parametrow miaty
bardzo tagodny charakter. Nalezy jednak podkresli¢, ze w przypadku sokéw ciemno
zabarwionych réznice barwy sa stosunkowo trudne do uchwycenia [12]. Stabilizacja
barwy sokoéw ciemno zabarwionych, takich jak z czarnych porzeczek, stwarza dos¢
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duze problemy. Potwierdzaja to rowniez wczesniejsze badania nad stabilizacjg antocy-
jandéw i trwatoscia czerwonej barwy sokow z owocow aronii, czarnego bzu, czarnej
porzeczki, czarnej r6zy i jagody kamczackiej flawonami tarczycy bajkalskiej, w kto-
rych uzyskiwano istotng poprawe barwy wszystkich sokéw z wyjatkiem soku z czarnej
porzeczki [9].

Whioski

1. Stosowanie 0,1% dodatku pektyn wysoko metylowanych do sokéw odtwarzanych
z koncentratoéw nie pozwala na istotne zmniejszenie strat antocyjandéw i polifenoli
w czasie ich przechowywania.

2. Wplyw pektyn na barwe zalezny jest od rodzaju uzytego do produkcji surowca
wyjsciowego. Dodatek preparatow pektynowych do sokow truskawkowych powo-
duje wzrost udziatu barwy czerwonej przy jednoczesnym wzroscie jasnosci.

3. Dodatek preparatow pektynowych do sokow przyczynia si¢ do zahamowania
spadku catkowitej pojemnosci przeciwutleniajacej podczas przechowywania.

Praca byta prezentowana podczas XII Ogolnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTT. 7. Lublin, 23—-24 maja 2007 r.
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CHANGES OF SELECTED QUALITATIVE DISTINGUISHING FEATURES DURING
STORAGE OF RESTORED JUICES FROM CONCENTRATES

Summary

The objective of this study was the assessment of total polyphenolic content and antioxidant activity in
strawberry and blackcurrant juices with addition of pectins in comparison to clear juices. Samples were
storage at 20°C without light. During 4 months storage the decrease in anthocyanins and polyphenols
content was observed in both juices as well as radical scavenging activity was lower than for control sam-
ples. The composition of these juices were determined by HPLC and radical scavenging properties were
measured by EPR using stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical. After preparation of black-
currant juices antioxidant activity values were similar to samples with addition of pectins and control.
antioxidant activity was 3,48 and 3,41 mM Troloxu/100 ml respectively. After 4 months antioxidant activ-
ity were 3,29 and 3,01 mM Troloxu/100 ml respectively. It was shown that anthocyanins are stabilizing by
pectin addition.

Key words: strawberry, blackcurrant, juices, anthocyanins, antioxidant activity, EPR, free radical
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