Optimalizace metody pro stanoveni folatu v zeleniné a jeji aplikace
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Predmétem prace bylo ovéreni optimalnich podminek, predevsim zpusobu enzymove hydrolyzy,
pi1 stanoveni folatu a aplikace vypracované metody na vybrané zeleninove zdroje

UvOD

Folaty je obecny ndzev pro mono- a poly- glutamatové derivaty kyseliny listove, ktere se
prfirozen¢ vyskytuji v potravinach a jsou biologicky aktivni. DostateCny prijem folatu snizuje riziko
vyskytu defektu neurdlni trubice o novorozencu, kardiovaskularnich chorob a nékterych forem
rakoviny. Analyza folata je slozitd vzhledem k riznym formam pfitomnym v potravinach, k jejich nizkeé
koncentraci a stabilit€é. Pro stanoveni folatu se nejCastéj1 pouziva mikrobiologicka nebo HPLC metoda.
Stanoveni zahrnuje homogenizaci, extrakci, enzymovou hydrolyzu (uvolnéni monoglutamatu z
polyglutamatovych forem pomoci konjugdzy) a vlastni mikrobiologick¢ nebo HPLC stanoveni.
Vzhledem k tomu, ze folaty mohou byt vazadny na polysacharidy nebo bilkoviny je k uvolnéni
z potravinoveé matrice doporucovana také aplikace a-amylazy a protedzy . Je vSak treba brat v iivahu
malou stabilitu jednotlivych folatu. Vybrané podminky jsou vzdy kompromisem mezi maximalni
preménou polymeru na monomery a mimimalizaci dalSiho St€peni vytvorenych monomeru. Pouziti
trienzymové metody nevede vzdy k vysSSim obsahum folatli ve srovnani s hodnotami ziskanymi pri
pouziti pouze konjugazy. Pro kazdou komoditu je tieba stanovit optimalni podminky analyzy.

Zelenina je ve vyziveé Clovéka povazovana za hlavni zdroj pfirozenych folatu zajistujici cca 40%
denniho priyjmu. Hodnoty obsahu tohoto faktoru v zelenin€ jsou tedy podstatné pro hodnoceni celkového
piijmu folatu. Dominantni slozkou folatu v zelenin€ je 5-methyltetrahydrofolat (5-MTHF), v nizkém
nebo stopovém mnozstvi byl detekovan tetrahydrofolat a 5-formyltetrahydrofolat.
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MATERIAL A METODY

Vzorky zeleniny: zakoupeny v trzni siti

Pouzité enzymy: 0-amyldza (EC 3.2.1.1), proteaza (EC 3.4.24.31), konjugaza z veprovych
ledvin (EC 3.4.22.12, laboratorni priprava)

Stanoveni S-methyltetrahydrofolatu:

Extrakce

5-10 g vzorku +40 ml 0,075 M fosfatového pufru pH 6,0 s pridavkem antioxidantu
(2-merkaptoethanol, kyselina askorbova); homogenizace na homogenizatoru IKA All;
tepelna hydrolyza 10 min/100°C; doplnéni na objem 100 ml

Enzymova hydrolyza
uprava pH na 4,9; 5 ml extraktu + 1 ml amylazy (20 mg/1 ml vody) + 2 ml konjugazy; inkubace
37°C/3h; maktivace enzymu 5 min /100 °C; ochlazeni; odstfedéni 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
sodneho s pridavkem 10 % NaCl a 1% kys. askorbove

HPLC analyza
kolona: Lichrospher® 100 RP 18 (5 pum, 250 x 4 mm); predkolona: Lichrospher® 100 RP 18

(5 pm, 4 x 4 mm); mobilni faze: acetonitril: 0,033 M fosfatovy pufr pH 2,3 — gradientova eluce
(5-18% acetonitrilu); pritok: 1 ml/min.; nastrik: 20 ul; detekce: FLD 280/360 nm

Identifikace a kvantifikace
externi standard 5- MTHF; korekce na Cistotu standardu
Veskerée prace byly provadény za omezencho pristupu svétla a kysliku.

VYSLEDKY

Vliv aplikace ad-amylazy, proteazy a konjugazy na uvolnéni folatu z

matrice

Na vybranych zeleninovych matricich byly vyzkouSeny ruzn¢ postupy enzymové hydrolyzy a to:
a) 5 ml extraktu + 1 ml amylazy (20 mg/ml); inkubace 37°C/3h; uprava extraktu na pH 4,9;
5 ml extraktu + 2 ml konjugazy; inkubace 37°C/2h (A + HK)
b) 5 ml extraktu + 2 ml proteazy (2 mg/ml); inkubace 37°C/3h; uprava extraktu na pH 4,9;
5 ml extraktu + 2 ml konjugazy; inkubace 37°C/2h (P + HK)
¢) 5 ml extraktu + 1 ml amyldzy; inkubace 37°C/3h + 2 ml proteazy; inkubace 37°C/3h; uprava
extraktu na pH 4,9; 5 ml extraktu + 2 ml konjugazy; inkubace 37°C/2h (A + P + HK)
d) 5 ml extraktu + 1-3 ml vody; Uprava extraktu na pH 4,9; 5 ml extraktu + 2 ml konjugazy;
inkubace 37°C/2h (HK)

vzorek obsah 5-MTHF
a) A+ HK b) P+ HK c)A+P+HK d) HK
lg/100g % Lg/100g % lg/100g % Lg/100g %

salat 78,8 122,4 72,5 113 81,3 126,0 64,6 100
ledovy

Spenat 98,3 112,4 82,3 94,0 85,2 97,4 87,5 100
listovy

zeli bilé 12,3 123,0 9,9 99,0 9,1 91,0 10,0 100
zeli 66,1 115,4 61,6 107,5 65,2 113,8 57,3 100
Cinskeé

brokolice 56,4 127,0 57,2 128,8 50,1 112,0 44 4 100

Vliv poradi, pripadné soucasného pridani enzymu na uvolnéni
folatu z matrice

Stanoveni obsahu S-MTHF v zeleniné

Vypracovana metoda byla pouzita ke stanoveni 5S-MTHF ve vybranych druzich zeleniny a

v bramborach. K analyze byly vybrany vzorky, které ptredstavuji vyznamny zdroj folatu ve straveé
a to jak z hlediska vysokeho obsahu tak 1 podilu ve straveé

zelenina obsah 5-MTHF obsah folatt obsah 5-MTHF
(Mg/100g) (Mg/100g) - 1it.a) (Mg/100g) - lit.b)

brambory 15 16 21

brokolice 56 63 98

cibule - nat’ 50 14

kvétak 89 57 80

mrkev 23 19 16

paprika Cervena 46 18 50

paprika zelena 17 11

paprika zluta 23 26

petrzel kadetava 104 152

porek 43 64

ruziCkova kapusta 50 61 88

salat ledovy 73 38 44

Spenat listovy 87 194

zeli bilé 16 43 27

zeli Cinske 72 79 50

lit.a) U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service. 2005. USDA National Nutrient Database for Standard Reference, Release

18. Nutrient Data Laboratory Home Page, http://www.ars.usda.gov/ba/bhnrc/ndl
lit.b) Vahteristo L., Lehikoinen K., Ollilainen V., Varo P. (1997): Food Chemistry 59.(4),589-597

Priklady chromatogramu
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** Nejvyssi vysledky byly dosazeny pfi aplikaci ad-amylazy a konjugazy (112,4-127,0 %, pramér 120 % obsahu nalezeného jen s HK). S vyjimkou vzorku
brokolice byly pf1 pouZiti proteazy a konjugazy nalezené vysledky vzdy nizsi ve srovnani s aplikaci 0-amylazy a konjugazy. Pouziti trienzymové metody
poskytlo vyssi vysledky pouze v pripade ledového salatu, rozdil vSak je nizsi nez chyba pouzité metody. Z porovnani vysledku jednotlivych postupi je
patrné, Ze pi1 pouziti trienzymove metody nedochazi ke kumulaci efektu, pravdépodobné se negativné projevuje dvojnasobna doba inkubace. Jako
optimalni postup enzymové hydrolyzy pro zeleninovou matrici byla vybrana aplikace a-amylazy a konjugazy.

¢ Aktivita ad-amylazy je pii pH 6 a 4,9 srovnatelna. Pi1 sou¢asném piidani d—amylazy a konjugazy byl dokonce nalezen mirny narast hodnot. Diivodem

miuze byt minimalizace ztrat sniZzenim doby inkubace.

< Spenat, ¢inské zeli, salat, kvétak a brokolice maji obsah 5-MTHF nad 50 pg/100g, jejich ro¢ni spotieba je podle udaji statistického tfadu v rozmezi
0,9-3,6 kg/osobu. V bramborach bylo nalezeno 15 ug 5S-MTHEF/100g, jejich ro¢ni spotireba vSak ¢ini 73 kg/osobu. DalSi méné bohat¢ zdroje jako je mrkev

nebo bilé zeli rovnéz maji vyznamny podil ve spotiebé — 6,5 a 14 kg/os, resp.

Prace byla vypracovana v ramci Vyzkumneho zaméru 0002702201.



