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Stanoveni folatu v potravinach — viliv zpusobu
enzymové hydrolyzy
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CIL
Predmétem prace bylo ovéfeni optimalnich podminek, predevSim zpusobu enzymové
hydrolyzy, pfi stanoveni folatu ve vybranych zeleninovych matricich

UvoOD

Folaty je obecny nazev pro mono- a poly- glutamatové derivaty kyseliny listove, které se
prirozené vyskytuji v potravinach a jsou biologicky aktivni. Analyza folatu je slozita
vzhledem k ruznym formam pfitomnym v potravinach, k jejich nizké koncentraci a stabilité.
Pro stanoveni folatu se nejCastéji pouziva mikrobiologicka nebo HPLC metoda. Stanoveni
zahrnuje homogenizaci, extrakci, enzymovou hydrolyzu (uvolnéni monoglutamatu z
polyglutamatovych forem pomoci konjugazy) a vlastni mikrobiologické nebo HPLC
stanoveni. Vzhledem k tomu, ze folaty mohou byt vazany na polysacharidy nebo bilkoviny

je k uvolnéni z potravinové matrice doporucovana také aplikace a-amylazy a proteazy . Je
vSak tfeba brat v uvahu malou stabilitu jednotlivych folatu. Vybrané podminky jsou vzdy
kompromisem mezi maximalni pfeménou polymeru na monomery a minimalizaci dalSiho
Stépeni vytvorenych monomeru. Pouziti trienzymové metody nevede vzdy k vySSim
obsahum folatu ve srovnani s hodnotami ziskanymi pfi pouziti pouze konjugazy. Pro kazdou
komoditu je treba stanovit optimalni podminky analyzy.

Zelenina je ve vyzivé Clovéka povazovana za hlavni zdroj pfirozenych folata zajistujici cca
40% denniho pfijmu. Hodnoty obsahu tohoto faktoru v zeleniné jsou tedy podstatné pro
hodnoceni celkového prijmu folatu. Dominantni slozkou folatu v zeleniné je 5-
methyltetrahydrofolat (5-MTHF), v nizkém nebo stopovém mnozstvi byl detekovan
tetrahydrofolat a 5-formyltetrahydrofolat.

VYSLEDKY

MATERIAL A METODY

Salat ledovy, spenat listovy, zeli bilé: zakoupeno v trzni siti

Oseni pSenice, oseni jeémen: VUZ Kroméfiz

Pouzité enzymy: a-amylaza (EC 3.2.1.1), proteaza (EC 3.4.24.31), konjugaza z veprovych ledvin (EC
3.4.22.12, laboratorni priprava)

Stanoveni 5-methyltetrahydrofolatu:

Extrakce

5-10 g vzorku + 40 ml 0,075 M fosfatovéeho pufru pH 6,0 s pfidavkem antioxidantu; homogenizace;

10 min/100°C;(dodateCna homogenizace); doplneni na objem 100 ml

Enzymova hydrolyza
Uvolneni z matrice

A) 5 ml extraktu + 1 m
B) 5 ml extraktu + 2 m
C) 5 ml extraktu + 1 m
Dekonjugace

Uprava extraktu na pH 4,9; 5 ml extraktu + 2 ml konjugazy, inkubace 37°C/2h; inaktivace enzymu 5 min /

100 °C; ochlazeni; odstfedeni 10 min / 20 000 rpm, 2 °C

Cisténi pomoci SPE

AccuBond SPE SAX 500 mg; 1 ml dekonjugatu, promyti 6 ml vody; eluce 4 ml 0,1 M octanu sodného
s pfidavkem 10 % NaCl a 1% kys. askorbové

HPLC analyza

kolona: Lichrospher® 100 RP 18 (5 um, 250 x 4 mm); predkolona: Lichrospher® 100 RP 18 (5 um, 4 x 4
mm); mobilni faze: acetonitril: 0,033 M fosfatovy pufr pH 2,3 — gradientova eluce (8-18% acetonitrilu);

prutok: 1 ml/min.; nastfik: 100 pl; detekce: FLD 280/360 nm

Identifikace a kvantifikace

Externi standard 5- MTHF; korekce na Cistotu standardu

amylazy (20 mg/ml); inkubace 37°C/3h
proteazy (2 mg/ml); inkubace 37°C/3h
amylazy; inkubace 37°C/3h + 2 ml proteazy; inkubace 37°C/3h

Vliv zplisobu pouzité enzymové hydrolyzy na obsah 5-MTHF

Vzorek Obsah 5-MTHF (ug/100g9) Vliv poétu homogenizaénich kroku na obsah 5-MTHF PFiklady chromatogramd

amylaza + | protedza + | amylaza + | konjugaza ||Vzorek PocCet kroku Obsah 5-MTHF R IR EE RS RINRRES R R

konjugaza | konjugaza prot.eéz,a + ug/100g %

konjugaza — -
Salat ledovy 78.8 725 813 646 || Osenijecmen C.1 1 21,9 100
. Oseni jeCmen C.1 2 16,7 76 5-MTHF.salat
Spenat listovy 43,8 37,1 34,9 38,5 : S MTHE vrorek spon
Oseni jeCmen C.2 1 27,1 100
Zeli bilé 12,3 9,9 9,1 10,0 A - |
S ole Oseni je¢men ¢.2 2 22,3 82 |

Oseni jeCmen 70,7 67,4 67,0 66,4 Oseni jeémen &.3 1 56.6 100 | MTHF-standard
Oseni pSenice 47,0 40,8 39,6 41,0 Oseni je¢men ¢.3 2 45,1 &0 ||,

ZAVER

»U vSech testovanych vzorkl vede aplikace amylazy a konjugazy ke zvySeni hodnot obsahu 5-MTHF o 11-22%.

»U vzorku salatu bylo nejvys$Sich hodnot obsahu 5-MTHF dosazeno pfi aplikaci trienzymové metody (26 %).

»U vzorkl Spenatu, zeli a oseni byla nejucinngjsSi aplikace amylazy a konjugazy.

»Pouziti proteazy nezvysuje nalezené obsahy u sledovanych matric s vyjimkou salatu.

»Zarazeni dodate¢né homogenizace vzorku po tepelné hydrolyze ma za nasledek pokles obsahu 5-MTHF o 18-24%.

»Metodu pro stanoveni folatl zohlednujici labilitu folatd a ucinnost extrakce je tfeba ovéfit pro kazdou matrici. Pro
stanoveni 5- MTHF v salatu je vhodna trienzymova metoda, pro spenat, zeli a oseni kombinace amylazy

a konjugazy.



