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Uvod

Oxidacia tukov je autokatalyticky proces prebiehajuci
v potravinach a na biologickych membranach buniek, kto-
rého vysledkom je vyrazné zhorsenie kvality mésa'. Oxi-
dacéné zltnutie tukov zacina kratko po zabiti zvierat’a, ked’
privod krvi a metabolické procesy su zastavené. Oxidacia
tukov prebiecha na dvoch rozliénych Castiach: triacylglyce-
roloch a fosfolipidoch. Povaha, podiel a stupen nenasyte-
nosti mastnych Kkyselin pritomnych v tukoch alebo
v potravindch indikuju citlivost’ danych potravin k oxi-
dacii**. Vieobecne povedané, ¢im vyssi je podiel polyne-
nasytenych mastnych kyselin (PNMK) v potravinach, tym
viac je potravina citlivd na oxida¢né procesy. Podl'a obsa-
hu PNMK st jednotlivé misa nachylné na oxidaciu
v tomto poradi: rybacie > hydinové > bravcové > hovidzie
> jahfiacie miso®.

Reakciou kyslika s PNMK vznikaji volné radikaly
a hydroperoxidy mastnych kyselin. Degradaciou hydrope-
roxidov vznikaji sekundérne produkty, ktorych pritom-
nost’ vyvola organoleptické zmeny s negativnym dopadom
na kvalitu misa a na jeho dizku skladovania. Z hradiska
konzumenta je vSak dolezité, ze pri oxidacii tukov vznika-
ju latky, ktoré maju vyznamné postavenie pri vzniku tzv.
,civilizacnych  chordb®. Vysledkom castej konzumacie
oxidaciou poskodenych tukov st chronické formy rdéznych
chorob, predovsetkym srdca a ciev (aterosklerdza, srdcova
prihoda), poSkodenia mozgu (Parkinsonova, Alzheimerova
choroba), vznik rakoviny a tiez samotné starnutie buniek’.

Stanovenie tiobarbiturového (TBA) Cisla je pre svoju
jednoduchost’ a rychlost’ stanovenia jednou z najfrek-
ventovanejsich metdd pouzivanych na stanovenie oxidac-
nych  produktov v potravinach zivocisneho pdvodu.
V stcasnosti je uz znamych vela modifikacii stanovenia
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TBA Cdisla, ktoré sa liSia upravou vzorky, koncentraciou
kyseliny, ¢asom pdsobenia, vyskou teploty, pritomnost’ou
alebo nepritomnostou antioxidantov®™”.  Malondialdehyd
(MDA), hlavny produkt oxidacie PNMK, je najddlezitej-
Sou TBA reakénou zlozkou®. TBA metoda je zalozena na
spektrofotometrickej kvantifikdcii ruzového komplexu
tvoren¢ho reakciou MDA s dvomi molekulami kyseliny
tiobarbiturovej. Komplex je detekovany pri 530-538 nm.
Reakcia kyseliny tiobarbiturovej za vzniku farebnych
komplexov vSak prebieha aj s inymi zlozkami ako MDA.
Ide predovsetkym o d’alSie produkty oxidativnej degrada-
cie lipidov (alkenaly, alkendienaly, hydroxyalkenaly),
sacharidy a ich pyrolytické produkty, bielkoviny, rastlinné
pigmenty, koreniny a tieZ katiény kovov. Tieto latky nad-
hodnocuju vysledok stanovenia a tym znizuju Specificitu
stanovenia TBA ¢&isla'’.

Z tohto dévodu boli pre stanovenie vol'ného MDA vo
vzorkach vyvinuté citlivejSie a SpecifickejSie metddy
HPLC, zalozené na derivatizacii s tiobarbiturovou kyseli-
nou. Podla Pilza a spol.'' viak MDA-TBA produkty st
tvorené aj z roznych d’alsich zloziek, v zavislosti od reak¢-
nych podmienok. V takychto podmienkach je vyuZitie
separacie na HPLC koléne vel'mi slabé. Fenaille a spol.'
dodéva, ze derivatizacia MDA s kyselinou tiobarbiturovou
vyzaduje vyssie teploty (70 °C) a vysoké teploty zvysuju
tvorbu nadbytoéného MDA aj napriek pritomnosti antioxi-
dantov. Derivatizdcia MDA musi byt vykonand vhodnym
derivatiza¢nym ¢inidlom za takych podmienok, aby nedo-
chadzalo k nadhodnoteniu vysledkov d’alSou tvorbou MDA
pocas derivatizacie. Derivatizacia MDA s 2.4-di-
nitrofenylhydrazinom (DNPH) produkuje DNPH derivaty
s intenzivnou zltou farbou, ktoré su rychlo, jednoducho
a hlavne kvantitativne detekované s UV detektorom'’.

Cielom nasej prace bolo vypracovat HPLC metddu
na stanovenie MDA derivatizdciou s DNPH a extrakciou
na tuhej faze vo vzorkach bravcového misa. Vysledky
HPLC stanovenia boli porovnané s vysledkami ziskanymi
metodou stanovenia TBA ¢isla.

Experimentalna cast’
Pristroje

Na stanovenie TBA ¢isla bol pouzity spektrofotome-
ter Helios y v 4,6 (Thermospectronic, Velk4 Britania)
s UV detekciou pri vinovej dizke 532 nm.

HPLC stanovenie bolo vykonané na kvapalinovom
chromatografe HP 1050 (Agilent Technologies, Wal-
dbronn, Nemecko) pozostavajuceho z vysokotlakovej
pumpy, automatického davkovaca, variabilného UV-VIS
detektora a integratora (model HP 3396 II). Po derivatiza-
cii MDA s DNPH bola vykonana extrakcia na tuhej faze
(SPE) pomocou 3 ml Supelcleen LC-18 SPE koloniek
(Supelco, USA) na vakuovom zariadeni pre SPE kolonky
(Whatman, Anglicko). Na HPLC separaciu MDA-DNPH
komplexu bola pouzita kolona Nucleosil C;g reverzna faza
(125 x 3 mm, velkost’ ¢astic 3 um) s mobilnou fazou ace-
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tonitril: voda : kyselina octova, 39 : 61 : 0,2 (v/v/v). Bola
pouzita izokraticka elucia pri objemovej prietokovej rych-
losti 1 ml min~". Detekcia sa vykonavala pri vinovej dizke
307 nm. Davkovany objem bol 20 ul pre jednotlivé stano-
venie. Stanovenie bolo vykonavané pri laboratérnej teplo-
te.

Chemikalie

Hexan; 1,1,3,3-tetrametoxypropan (TMP), butylhydro-
xytoluén (BHT, 2-terc-butyl-4-metylfenol) a kyselina 2-tio-
barbiturova boli zakupené od firmy Sigma (Nemecko). Ky-
selina trichléroctova, kyselina octova, kyselina chlorovodi-
kova a EDTA boli zakipené od firmy Lachema Brno
(Ceska republika). 2.4-Dinitrofenylhydrazin (DNPH) bol
zakapeny od firmy Fluka (Svajéiarsko) a acetonitril od
firmy Merck (Nemecko). Vsetky roztoky pouzité pre
HPLC analyzu boli HPLC alebo analytickej Cistoty.

Zasobny roztok MDA sme pripravili kyslou hydroly-
zou TMP (cit."*). Do 10-ml odmernej banky so zatkou sme
pridali 10 pl TMP adoplnili 0,1 moll" HCL Po
5 minutovej inkubdacii vo vriacej vode sme banku ochladili
pod tec¢iicou vodou. 1 ml z takto pripraveného roztoku MDA
sme napipetovali do 100 ml odmernej banky a doplnili 0,1
mol I"' HCL. Vysledny zasobny roztok MDA o koncentracii
4,37 pg ml™" bol skladovany pri teplote 4 °C po dobu 1 tyz-
dita. Zo zasobného roztoku MDA (4,37 pg ml™") sme d’alsim
riedenim 0,1 mol I"' HCI pripravili pracovné roztoky MDA
o koncentracii 4,37; 17,48; 43,7; 174,8; 437 a 874 ng ml™.
Derivatizacia a uprava Standardov prebiehala rovnako ako
u vzoriek. Pracovné roztoky MDA boli pripravované kaz-
dy den Cerstvé.

Vzorky

Na stanovenie sme pouzili bravcové stehno, ktoré
bolo 24 h po jato¢nom opracovani zmrazené pri —21 °C
a skladované 1 mesiac. Zmrazené médso sme posekali na
sekacke zmrazeného mésa a pomleli na mlynéeku (& 4,5
mm). Vzorky sme zabalili do polyetylénovych sackov
a skladovali v chladnicke pri 4 °C pocas 96 h. Prvli analy-
zu sme vykonali hned’ po kutrovani. Dalgie stanovenia boli
vykonané po 24, 48, 72 a 96 h skladovania. V kazdej sku-
pine bolo vysetrovanych minimalne 6 vzoriek.

Extrakcia MDA

Extrakciu MDA zo vzoriek pre obidve analyzy sme
vykonali podl'a Graua aspol.”. Do 50-ml centrifugaéne;
skamavky sme navazili 1,5 g pomletej vzorky, pridali sme
1 ml 0,3% EDTA, mierne premiesali, pridali 5 ml 0,8%
BHT v hexane a obsah skiimavky opat’ mierne premiesali.
Tesne pred homogenizaciou sme pridali 8 ml Tladovo
vychladenej 5% TCA a homogenizovali 30 s pri maximal-
nych otackach. Po homogenizacii sme nechali vzorku
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10 min stat’ a potom centrifugovali 5 min (3500 g, 4 °C).
Po centrifugicii sme odstranili vrchni hexdnova vrstvu
a vzorku prefiltrovali (Whatman 4). Prefiltrovant vzorku
sme v odmernej banke doplnili do 10 ml 5% TCA.

Stanovenie TBA ¢isla

Na stanovenie tiobarbiturového c¢isla bola pouzita
metéda opisand Grauem a spol.”. K 3 ml vzorky sme do
skimavky pridali 2 ml 0,8% TBA. Vzorky a Standardné
roztoky MDA sme inkubovali vo vodnom kupeli 30 min
pri teplote 70°C. Po ochladeni vladovom kupeli
a temperovani vzoriek pri izbovej teplote po dobu 45 min,
sme merali absorbanciu vzoriek na UV-spektrofotometri
pri vinovej dizke 532 nm.

HPLC stanovenie
Derivatizacia a SPE extrakcia

Derivatiza¢né €inidlo pre HPLC analyzu sme pripra-
vili rozpustenim 31 mg DNPH v 2 mol I"'HCI v 10-ml
odmernej banke'. Na derivatizaciu vzorky sme k 2 ml
vzorky, Standardu, alebo 5% TCA (slepa vzorka) v 12 ml
skimavke pridali 100 pl DNPH-reagentu (derivatizacné
¢inidlo). Po miernom premieSani sa zmes inkubovala
30 min pri izbovej teplote na tmavom mieste.

Trojmililitrové Supelcleen LC-18 SPE-kolonky (ex-
trakcia na tuhej faze) boli aktivované premytim 2 ml ace-
tonitrilu a 2 ml vody v extrakénom védkuovom zariadeni.
Nasledne boli na kolonky nanesené vzorky a pomaly
(2 ml min™") za vékua prepustené cez kolénky. Po premyti
koloniek redestilovanou vodou (2 ml) bol MDA-DNPH
komplex eluovany 1 ml acetonitrilu. 20 pl eludtu sme pou-
zili na samotné HPLC stanovenie.

Identifikacia a kvantifikacia MDA

K identifikdcii MDA-DNPH komplexu vo vzorke
sme pouzili porovnanie retenénych ¢asov roznych koncen-
tracii Standardu a pritomného komplexu vo vzorke. Kvan-
titativne vyhodnotenie vysledkov bolo vykonané pomocou
kalibracnej krivky pripravenej so zndmych koncentricii
Standardnych roztokov. Kalibracna krivka vykazovala
linedrnu zévislost medzi plochou MDA-DNPH pikov
a koncentraciou Standardnych roztokov v rozpiti od 4,37
do 874 ng ml™"' (= 0,9989).

Statistické spracovanie vysledkov

Statistické spracovanie vysledkov bolo vykonané
Statistickym programom Graph Pad Prism verzia 3,0
(GraphPad Software, 1999). Vysledky st vyjadrené ako
aritmeticky priemer (x) a Standardna odchylka (sd). Jed-
notlivé metddy stanovenia malondialdehydu boli Statistic-
ky vyhodnotené Studentovym t-testom (P < 0,05). Bol tiez
hodnoteny variacny koeficient.
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Vysledky a diskusia
Extrakcia MDA zo vzoriek

MDA sa vel'mi 'ahko viaze na -SH a -NH, skupiny
makromolekiil, napr. na proteiny a nukleové kyseliny'""
a podobne ako pri stanoveni TBA C¢isla k presnému stano-
veniu je potrebné uvolnit MDA z tychto vézieb. Metoda
extrakcie MDA zo vzoriek vyrazne ovplyviiuje vysledok
stanovenia MDA. Draper a spol.® udavaji, ze vyssie hod-
noty MDA ziskané extrakciou pomocou TCA zahriatim na
bod varu davaju dokaz, ze viacSina MDA v ZivociSnych
tkanivach je viazana a musi byt uvol'nena kyslou hydroly-
zou vyzadujucou vyssie teploty (95 °C). Raharjo a spol.’
vSak udéava, Ze pouZitie vysokych teplot napomaha d’alSej
oxidacii PNMK, rozkladu hydroperoxidov atak vedie
k tvorbe nadbyto¢ného MDA a d’alSich TBA reakénych
produktov. K tomuto nézoru sa priklanaja aj dal3i autori’”.
Podl'a nich na uvolnenie MDA z vézieb a na extrakciu
MDA zo vzorky je postacujuca kysla hydrolyza (pH 1-3)
bez pouZitia vysokych teplot.

Student extrakciu MDA zo vzoriek sme vykonali
podla Graua aspol.”. MDA bol zo vzoriek extrahovany
ladovo vychladenou 5% TCA. Tato metdda extrakcie
vhodne brzdi oxidac¢né procesy a tym tvorbu nadbyto¢ného
MDA pocas spracovania vzoriek. Pridanie antioxidantu
(0,8% BHT v hexane) a komplexotvorného ¢inidla (0,3%
EDTA) ihned’ po navazeni vzoriek eliminuje oxidacné
procesy pritomnych lipidovych zloziek, uvolnenych
k oxidacii po rozomleti vzorky. Pouzitie 'adovo vychlade-
nej 5% TCA zabrani zvyseniu teplot vzorky pocas homo-
genizacie a moznej oxidacii pritomnych lipidovych zlo-
ziek. Vyznamna je tieZ hex4dnova vrstva, ktord pocas ho-
mogenizacie brani pristupu kyslika ku vzorkam.
V hexanovej vrstve, ktora je po centrifugacii odstranena,
sa rozpustia aj vSetky lipidové zlozky, ktoré st tak oddele-
né atym sa znizuje riziko vzniku nadbyto¢ného MDA
a tiez dojde k odstraneniu urcitej Casti zloziek, ktoré vytva-
raju interferujuce piky.

Derivatizacia a SPE extrakcia

Derivatizacia MDA s DNPH prebicha vel'mi dobre aj
pri izbovych teplotach. Cas potrebny na derivatizaciu
MDA je u viacerych autorov rozdielny. Pohybuje sa od 10
min (cit.'") cez 30 min (cit.'"'®) az do 1 h (cit.'?). Tridsat-
minitovd inkubacia sa vnasSich pokusoch ukazala
ako dostaCujuca na kvantitativnu derivatizaciu MDA.

SPE pracuje na principe kvapalinovo-kvapalinove;j
extrakcie apreto ma vicSinu rovnakych principov ako
vysokoucinna kvapalinova chromatografia. V poslednej
dobe je SPE povazovné za jednu z najicinnejSich technik
na rychlu a selektivnu Gpravu vzoriek'’. Pouzitie kroku
extrakcie na tuhej faze pri Gprave vzorky je G¢innym kro-
kom zvysenia citlivosti metody, zniZenia opotrebovania
kolony a znizenia Gasu potrebného na analyzu vzorky'®.

Na eliciu  MDA-DNPH komplexu z SPE koloniek
autori®'® vo svojich pracach odpora¢ajii pouzit 600 ul
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az 2 ml acetonitrilu. U&innost elicie MDA-DNPH kom-
plexu z SPE koloniek sme sledovali stanovenim mnozstva
MDA po elucii s 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 22,0 ml acetonitrilu.
Pre maximalnu eluciu MDA-DNPH komplexu z SPE kolo-
niek je potrebny 1 ml acetonitrilu.

HPLC stanovenie

MDA-DNPH komplex bol stanoveny izokratickou
eliciou s pouzitim mobilnej fazy acetonitril : voda : kyseli-
na octova (39 : 61 : 0,2) pri objemove;j prietokovej rychlo-
sti 1 ml min~". Fotometricky UV-VIS detektor pri 307 nm
detekoval MDA-DNPH komplex pri elu¢nom ¢ase 6,5 min
(obr. 1). Pomer mobilnej fazy 39 : 61 : 0,2 vhodne oddelo-
val pik analytu od ostatnych zloziek detekovanych pri
danej vinovej dizke.

Cordis aspol.'” udavaji, Ze podiel acetonitrilu ma
byt v rozmedzi 3440 %. Vyssie ako aj nizSie percentual-
ne podiely vytvaraju artefakty, ktoré znizuju presnost’ sta-
novenia. UV absorpéné maximum MDA-DNPH komplexu
je v rozmedzi vinovych dizok 307-310 nm (cit.'").

Vytaznost’ metddy (hodnotend z mésovych vzoriek
fortifikovanych 116,6 pgkg”' MDA 3tandardu) bola
94,7 %. Opakovatel'nost’ opisanej HPLC metody vyjadre-
nej ako relativna Standardnd odchylka (RSD) u vzoriek
fortifikovanych 116,6 ug kg™' MDA standardu bola 1,8 %.
Detekény limit metody bol 0,06 ng v 20 ul pouzitych na
analyzu. Kvantifikacny limit (LOQ) danej metddy bol
3,5 ug kg™' misovej vzorky.

151 1
mAU
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1
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O 1 1

0 6,5 9
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Obr. 1. HPLC chromatogram maléndialdehydu (MDA-

DNPH) zo vzorky bravéového misa; 1 - MDA-DNPH
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Porovnanie HPLC metéody s metddou

stanovenia TBA ¢isla

V pokuse sme porovnali nami vypracovani HPLC
metédu so studenou extrakciou MDA zo vzoriek
s pouzitim SPE koloniek a klasicki TBA metddu stanove-
nia MDA. Pri porovnani metdd navzajom sme zistili vy-
razne rozdiely (obr. 2). S ¢asom skladovania vzoriek rastol
aj rozdiel medzi vysledkami jednotlivych metdd. Najvy-
raznejsie rozdiely vo vysledkoch obidvoch metdd boli po
24,72 a 96 h skladovania vzoriek v chladnic¢ke pri 4 °C
(P <0,05). Vysledky ziskané HPLC metodou boli po 24 h
v priemere 2,5, po 72 h 3,46 a po 96 h az 3,69 krat nizsie
ako tie ziskané stanovenim TBA metddou. Tieto rozdiely
vo vysledkoch sved¢ia o vysSej presnosti MDA stanovenia
HPLC metodou. Draper a spol.® udava, 7e pri stanoveni
MDA u tych istych vzoriek pecene TBA spektrofotomet-
rickymi metddami boli vysledky 2,11-4,5 ndsobne vysSie
ako tie ziskané HPLC metdédami detekujicimi MDA-TBA
komplex. Podl'a nich rozdiely v hodnoteni MDA ziskané-
ho zrovnakych vzorieck spektrofotometrickymi TBA
metédami a HPLC metddami detekujucimi TBA-MDA
komplex potvrdzuju vo vzorkach pritomnost’ inych zlo-
ziek ako MDA, ktoré tvoria s kyselinou tiobarbiturovou
reakéné produkty sabsorbénym maximom pri 532 nm
atak nadhodnocuju vysledok stanovenia MDA. Podla
Pilza a spol.'" jednou z hlavnych pricin variability vysled-
kov hodnotenia MDA st rozdielne spdsoby extrakcie
MDA zo vzoriek. Produkcia nadbytocného MDA pocas
zahrievania vzoriek pri derivatizacii s kyselinou tiobarbitu-
rovou mdze byt zdrojom variability vysledkov'>.

MDA,
mg kg™

Obr. 2. Porovnanie vysledkov stanovenia MDA vo vzorkach
kutrovaného brav€ového misa skladovaného pri 4 °C; plné
stlpce — TBA metodda, prazdne stlpce — HPLC metdda

Zaver

Vysledky ziskané klasickou TBA metédou boli az
3,46 nasobne vyssie ako vysledky ziskané HPLC stanove-
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nim. To potvrdzuje nazor, Ze pocas spracovania
a derivatizacie vzoriek pri stanoveni tiobarbiturového ¢isla
dochédza k tvorbe maléndialdehydu, alebo TBA reakc-
nych zloziek, ktoré nadhodnocujt vysledky stanovenia.

Vypracovana HPLC metoda stanovenia maldondialde-
hydu po  derivatizcii  2,4-dinitrofenylhydrazinom
a extrakcii MDA-DNPH komplexu na SPE-kolonkach je
rychlou, presnou a finan¢ne nenaro¢nou metédou stanove-
nia rozkladnych produktov oxidacie lipidov. To ju predur-
cuje na vyuzitie pre stanovenie stupna oxidacnych proce-
sov v potravinach zivo¢isneho povodu.

Prdaca bola vykonanda vdaka financnej podpore
z grantovej ulohy VEGA SR ¢. 1/2395/05.
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S. Marcinéak, J. Sokol, P. Turek, P. Popelka, and
J. Nagy (Department of Food Hygiene and Technology,
University of Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Repub-
lic): Determination of Malondialdehyde in Pork Meat
Using Solid Phase Extraction and HPLC

An HPLC method of malondialdehyde (MDA) deter-
mination in pork meat was described. MDA was extracted
from samples using ice-cold 5 % trichloroacetic acid. After
derivatisation with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH),
the MDA-DNPH compound was separated on SPE Cig

Laboratorni pfistroje a postupy

column and eluted with 1 ml of acetonitrile. The com-
pound was determined on a Nucleosil Cg reverse-phase
column, with acetonitrile — water — acetic acid (39:61:0.2)
as mobile phase and isocratic elution. Detection was per-
formed using a UV-VIS detector at 307 nm, at a retention
time of 6.5 min. The results were compared with the thio-
barbituric acid (TBA) method applied to cut pork meat
within 96 h of storage at 4 °C. The HPLC determination
was more accurate than the TBA method, which gives
higher values.
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Ustav chemie a technologie sacharidit VSCHT Praha

poradaji

konferenci ,,Polysacharidy II: Struktura a biologické uc¢inky polysacharidi
a jejich derivata*

10.11.2006, 8,30 az 16,00 h na Novotného lavce 5, Praha 1

Program
1. Zahajeni: Jana Copikova
2. Hlavni ptednasky:

vych stien kvasiniek

Zdenka Hromadkova: Biologicky aktivne polysacharidy z liecivych bylin a inych rastlin
Miroslav Novak: B-Glukan, historie a sou¢asnost
Grigorij Kogan: Antioxida¢né, antimutagénne a antigenotoxické vlastnosti polysacharidov bunko-

Andriy Synytsya: Vyuziti spektroskopickych metod pfi uréovani struktury polysacharidi

3. Po hlavnich pfednaskach budou nésledovat kratké sdéleni a posterova sekce.

Konferenéni poplatek 500 K& pro ¢leny CSCH a 600 K& pro neéleny zahrnuje CD s plnymi texty predna-
sek, obcerstveni a organizacni naklady. Abstrakta budou publikovana v Chemickych listech ¢. 9/2006.
Je mozné zajistit ubytovani na kolejich na Jiznim mésté. Predpoklada se i zajem pasivnich Gcastnikti

bez odborného prispévku.

Uzavérka prihlaSek a zaslani abstrakti prispévki je 30. ¢ervna 2006.

Blizsi informace na adrese http://www.csch.cz .

Kontaktni adresa: Ceské spoleénost chemicka, Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1,
tel.: 221 082 370, tel/fax: 222 220 184, e-mail: chem.listy@csvts.cz, chem.spol@csvts.cz
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