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Cil
Hodnoceni antioxidacni aktivity jednodruhovych zeleninovych a ovocnych stav
metodami DPPH, FRAP a PCL a porovnani vysledku jednotlivych metod.

Uvod

Slozky potravin s antioxidacnimi vlastnostmi, prijimané potravou, se podili na
eliminaci oxidaCniho stresu, ktery je davan do primé souvislosti s radou
onemocneni. Mezi typické antioxidanty ovoce a zeleniny patri flavonoidy a
fenolicke kyseliny, tokoferoly, karotenoidy, fosfatidy, polyfunkCni organicke
kyseliny, kyselina askorbova, nektere stopove prvky a enzymy.

Pro stanoveni antioxidacCni aktivity (AOA) existuje rada analytickych metod.
VétSina pouzivanych metod je zalozena na eliminaci radikalu — metoda DPPH,
TEAC, ORAC, PCL nebo na hodnoceni redoxnich vlastnosti - FRAP, voltametrie,
HPLC-ECD. Pri hodnoceni AOA je posuzovano pusobeni latek ruzné chemické
povahy s odlisnymi reakCnimi mechanismy a pouzivaji se metody zalozeneé na
ruzném principu. K charakterizaci potravinoveého materialu z hlediska
antioxidacnich vlastnosti je proto vhodne pouzit vice metod.

Material a metody

Suroviny

mrkev, cervena repa, celer, cervené zeli - dovoz z Beskydu FrycCovice
bilé zeli, okurky, rajcata , hrusky - zakoupeno v obchodni siti Interspar
brokolice - z pokusného pozemku CZU, Praha 7

jablka - zakoupeno v Sady Tuchoraz, s.r.o., odruda Golden Delicious
Pouzité pristroje

vylisovani a pfiprava $tav - lis CHAMPION (Mipam bio s.r.0,CR)

mereni AOA - PHOTOCHEM (Analytik Jena AG), spektrofotometr Helios o
(Thermo Spectronic, UK)

Postup pripravy Stav

omyti, oloupani, pripadneé nakrajeni, lisovani, skladovani v saccich PA/PE
pri -40°C do vlastniho stanoveni AOA

Priprava extraktu

vodny extrakt: odstredena stava primo nebo 1-3 g doplnené na 10 ml vodou,
trepani 10 min, odstredeni (7000 rpm, 10 min, 15°C), pripadné zredeni
metanolovy extrakt: 1-3g stavy doplnene na 10 ml MeOH, trepani 10 min,
odstredeni (7000 rpm, 10 min, 15°C), pripadne filtrace (0,45 um) a zfedeni MeOH

Metoda DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) - zhaseni radikalovéeho kationtu
DPPH*.

4 ml roztoku DPPH a 100 ml vodneho nebo metanolového extraktu; reakcni doba
2 h pri laboratorni teplote; mereni poklesu absorbance pri 515 nm; A | . ioa = A vzorek
byl vyjadren v ug kyseliny askorbove (AK) nebo ng Troloxu /1 g stavy, ktere maji
stejnou AOA jako antioxidanty pritomnéeé ve vzorku; kalibrace pro 3,2 — 16 ug
AK/100 ml H,O (R? =0,998) a pro 5 — 25 ug Troloxu/100 ml MeOH (R? = 0,999);
opakovatelnost RSD = 3,64% pron =9

Metoda FRAP (ferric reducing antioxidant power) - hodnoceni redoxnich vlastnosti
- redukce komplexu Fe3* s 2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazinem.

4 ml Cinidla FRAP a 100 ml vodneho nebo metanolového extraktu; reakcni doba
30 min pri 37°C; meéreni narustu absorbance pri 593 nm; A, ek - A kontrola PY!
vyjadren v ug AK nebo ng Troloxu /1 g stavy, ktere maji stejnou AOA jako
antioxidanty pfitomné ve vzorku; kalibrace pro 1,6 — 12,8 ug AK/100 ml H,0O (R? =
1,00) a pro 5 - 25 ug Troloxu/100 ml MeOH (R? = 1,00);

opakovatelnost RSD =4,05% pron =10

Metoda PCL (photochemiluminescence method)

kombinace rychle fotochemické generace superoxidovych radikalu s citlivou
luminometrickou detekci, meri luminiscenci zbylého luminolu po reakci radikalu s
antioxidanty vzorku. Umoznuje méereni AOA hydrofilnich (ACW) a lipofilnich slozek
(ACL), metoda pouziva komercni Kity.

ACW - vodny extrakt; kalibrace pro roztoky 0,5-4,0 nmol AK/10 pnl

ACL - metanolovy extrakt; kalibrace pro roztoky 0,5-4,0 nmol Troloxu/10 pl
opakovatelnost RSD =9,8 % pron =6

Vysledky
AOA vodnych extraktu Porovnani dvojic metod
(ug AK/ 1g st’avy)
vzorek DPPH FRAP PCL Korelace vysledktii DPPH a FRAP (vodny extrakt) Korelace vysledkii DPPH a PCL (vodny extrakt) Korelace vysledkit FRAP a PCL (vodny extrakt)
mrkev 32,3 58,3 10,6 >
& 2000 £ 4000 > 4000
bilé zeli 100,6 | 185,8 | 789,1 % 1500 //. % 3000 9 ;i 2000 M
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cervenarepa| 649,0 | 903,0 | 917/,6 DPPH ug AK/lg §tavy DPPH ug AK/1g §favy FRAP ug AK/1g §tavy
celer 56,4 76,3 7,1
brokolice 214,3 570 479,1 Korelace vysledkiit DPPH a FRAP (MeOH extrakt) Korelace vysledkii DPPH a PCL (MeOH extrakt) Korelace vysledkli FRAP a PCL (MeOH extrakt)
rajce 288,6 240 445,6
g 5 zeli | 1465,5 | 1591,5 | 3481,7 LR ER Y ¢
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v yyr © & 4 / y = 1,0419x + 0,5088 o w» 2,0 * 0 »» / y = 0,5294x + 0,25
(umol Troloxu/1 g st’avy) £ 4 P R? = 0,9186 5 1o R _— y = 0,8071x + 0,2179 5 10 % R7= 0,863
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vzorek DPPH | FRAP | PCL - 0.0 20 40 6.0 2.0 10,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
mrkev 0,30 0,38 0,33 DPPH umol Troloxu/lg $tavy DPPH umol Troloxu/lg $tavy FRAP umol Troloxu/lg $tavy
bilé zeli 1,12 1,33 0,73
jablko 0,71 | 0,83 | 1,28 Vyhodnoceni korelace metod stanoveni AOA, Vyhodnoceni korelace metod stanoveni
hruska 054 | 0,87 | 1,01 vodné extrakty (hodnoty R) AOA, metanoloveé extrakty (hodnoty R)
okurka 0,24 0,43 0,06
Gervena fepa| 4.50 5 65 357 DPPH FRAP PCL DPPH FRAP PCL
*

celer 0.41 057 0.18 FRAP 0,971 1 FRAP 0,958 1
brokolice 2 38 5 30 2 46 PCL 0,964 0,930 1 PCL 0,950** 0,929** 1
rajce 1,88 2,51 2,09 Rt pPro 8 hodnot je 0,632; a=0,05 *n=10; ** n=9 ( bez vzorku cervené zeli)
cervené zeli | 9,18 9,37 | 54,07 R, pro 8 hodnot je 0,632; «=0,05; R, pro 7 hodnot je 0,666; a=0,05
Zaver

» Metodami DPPH, FRAP a PCL byla stanovena AOA ve vodnych a metanolovych extraktech 10 vzorku jednodruhovych zeleninovych a ovocnych stav.
Stavy z mrkve, jablka, hrudky, okurky a celeru vykazuji AOA ve vodnych extraktech Fadové 10 ug AK/1g, v metanolovych extraktech <1 pmol Troloxu/1g.
Stavy z bilého zeli, Eervené fepy, brokolice a rajéete vykazuji AOA ve vodnych extraktech Fadové 102 ug AK/1g, v metanolovych extraktech <6 pumol Troloxu/1g.
Nejvyssi hodnoty AOA byly nalezeny pro stavu z ¢erveného zeli - ve vodnych extraktech fadové 103 ng AK/1g, v metanolovych extraktech byly metodami DPPH
a FRAP nalezeny hodnoty 9 umol Troloxu/1g, metoda PCL vykazuje hodnotu 54 umol Troloxu/1g stavy.

» U vodnych extraktu jsou hodnoty AOA pro vSechny tfi metody v tésné korelaci.

» U metanolovych extraktu je tésna korelace mezi hodnotami AOA ziskanymi metodami DPPH a FRAP, korelace hodnot vSech tfi metod byla prokazana jen po

vylouceni hodnoty AOA stavy z Cerveneho zeli.

» Vzhledem k tomu, ze korelace vysledku metod DPPH, FRAP a PCL nebyla prokazana pro cely soubor zeleninovych a ovocnych stav, je k charakterizaci

teto matrice z hlediska antioxidacnich vlastnosti vhodné pouzit vice metod.
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