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Summary

Stabilized polyphenols, ascorbic acid, coloida zinc and their combination were evaluated for
scavenging of free radical. All tested composition showed higher antioxidant activity then
individua tested compounds. Composition with polyphenols and coloida zinc was the most
active as determined by DPPH method. Addition of ascorbic acid increased the total
antioxidant activity of composition in proportion to the amount of added ascorbic acid (KA) —
from 46.02 % to 50.09 % (125 mg.I"t KA), 51.56 (250 mg.I"t KA) and 53.39 % (500 mg.I™
KA).
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UvoD

Antioxidanty, vorné radikdly a mechanizmy ich U¢inku na zdravie ¢loveka sl
celosvetovo jednou z ngj¢astejSich tém vyskumu tak v medicine ako i v oblasti potravinérskej
chémie atechnolégie. SU zname z&kladné mechanizmy oxidacnych procesov pri traveni
potravin, vzniku ap6sobenia vornych radikdlov i antioxidantov v jednoduchych systémoch.
Je v3ak nutné objektivne poznanie oxidacnych vlastnosti potravin aich zloZiek pred samotnou
produkciou potravin s antioxida¢nymi Ucinkami.

Z prirodnych antioxidantov st vyznamné vitaminy E, C, karotenoidy, flavonoidy,
fenolické kyseliny a iné. Polyfenolické latky sl antioxidanty, ktoré zabranuju pdsobeniu
volnych radikdlov viacerymi spdsobmi - priamou eiminéciou radikdlov, interakciou
senzymami a chelatickou vazbou katiénov kovov.

Chrania makromolekuly, ako su bielkoviny, lipidy aDNA, pred oxidatnou
degradéciou. Prijem potravin svy3§im obsahom polyfenolov zniZuje riziko chronickych
ochoreni ako si srdcové choroby (Auger et al., 2004, Chong et al., 2010, Leifert 2008a,b,
Olas et al., 2008) arakovina (Cillaet al., 2009, 2010, Thomasset et al., 2006, Yi et a., 2001,
Singletary et al., 2003), rovnako ako neuro-degenerativnych chordb, napr. Parkinsonova a
Alzheimerova choroba. NavySe tieto 1&ky maju v zavislosti od &ruktdry vysokd schopnost
lapat’ voI'né radikdly (Goupy et d., 2003, Netzel et a., 2007, Sprager, 2008, Xiaet al., 2010).

Hrozno predstavuje jeden zo zdrojov polyfenolov. Obzvi&st’ bohaté na polyfenoly s
hroznové vylisky, vznikajlce pri spracovani hrozna na vino. Maju vysoky obsah flavonoidov
apolyfenolov santioxidatnou aktivitou, ako si rutin, kvercetin, resveratrol, katechiny,
epikatechiny a diméry, triméry atetraméry prokyanidinov (Leifert, 2008ab, Singletary et al.,
2003, Xiaet a., 2010, Yi et a., 2001). Tieto l&ky pdsobia g ako antimutagénne a antivirane
¢inidld. Kvercetin chrani DNA avyhladédva volné radikdly jeho G¢inok bol pozitivne
dokézany pri ochrane organizmu pred mozgovou porazkou, vydrZi skladovanie a nerozklada
sa ani pri vyssich teplotach. Polyfenoly obsiahnuté v Supkéch treba chédpat’” ako celok, pretoze
kazdy antioxidant sav zmenenych podmienkach spréva inak.

Vzhladom na zdravotné Uc¢inky polyfenolov sa rozvija vyskum v oblasti vyvoja
novych potravin sich obsahom. V tomto smere mau vel’ky potencidl najma népoje. Je
dolezité skamat’ faktory, ktoré ovplyviuju celkova antioxidacni aktivitu a stabilitu népojov.
Medzi tieto faktory patri koncentrécia samotnych antioxidatne pdsobiacich latok, teplota, pH,
obsah kyseliny askorbovej, skladovacie podmienky, svetlo ad’dSie. Antioxidanty v urcitych
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podmienkach m6zu pdsobit’ prooxidacne (Cao et al., 1997, Gonzales aNazareno, 2011,
Spranger et al., 2008).

Stopovy prvok zinok je nutny pre 'udsky organizmus. Zuc¢astiuje sa v procese tvorby
enzymov, horménov, zvy3uje imunitu a brzdi proces starnutia (Kim et al., 2011, Sreenivasulu
et a., 2010). V organizme spolupdsobi sinymi biologicky aktivnymi |étkami, najma
polyfenolmi (Cillaet d., 2010, Quesandra et ., 2011). Samotny zinok nema podl'a Liewa et
al. (2003) antioxidaéné vlastnosti. Je to pravdepodobne v désedku toho, Ze zinok tvori
komplex sDPPH radikalom pri pH 10,9-12,14 (Vasilikiotis a Alexaki-Tzivanidou, 1981).
Zigtilo sa v8ak, Ze zinok zvySoval antioxidacné pdsobenie kyseliny galovel (Liew et al.,
2003).

Cielom préce bolo dedova’ antioxidacny G¢inok polyfenolov hrozna vzmesi s
kyselinou askorbovou a koloidnym zinkom, ich vzgomné pdsobenie na celkovi antioxidacni
aktivitu v jednotlivych zmesiach pocas skladovania a vytvorenie optiménej kompozicie ako
z&ladu pre funkené napoje.

MATERIAL A METODY

Material

Koncentré stabilizovanych polyfenolov bol pripraveny z vyliskov tmavych odrod
hrozna, ako druhotngj suroviny zvyroby cerveného vina. Uprava zahihala alkalické
vylUhovanie, neutraizéciu, frakéné delenie, viacnasobné premyvanie izopropylalkoholom
arozpustenie vo vodnom roztoku amoniaku, ktory sa odstranil pri zahus’ovani extraktu na
koncentrdt sobsahom sudSiny najmengl 4 %. Vyrobny postup je v patentovom konani.
Koncentrét je schvéleny ako vyZivovy doplnok.

Merala sa antioxidacna aktivita koncentratu polyfenolov v réznych kombinaciéch
s kyselinou askorbovou (KA) (pridavok KA 125, 250 a500 mg.I™") a skoloidnym zinkom:
1 ml koncentratu polyfenolov + 49 ml koloidného zinku (1-49Zn)
2 ml koncentrétu polyfenolov + 48 ml koloidného zinku (2-48Zn)
3 ml koncentrétu polyfenolov + 47 ml koloidného zinku (3-47Zn)
Uvedené kombinécie boli navrhnuté na zaklade odporucanych dennych dévok jednotlivych
testovanych substancii.

Vzorky boli skladované pri (5 + 2) °C a (25 + 2) °C. V ur¢enych ¢asovych intervaloch
bol sledovany obsah polyfenolov a antioxida¢na aktivita metédou DPPH.

Stanovenie antioxidaéneg aktivity

Antioxidacna aktivitu sme stanovovali modifikovanou metédou DPPH podr'a Brand-
Williamsa et al. (1995) aSanchez-Moreno et a. (1998). Principom metody je redukcia
stabilného radikdlu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH') v metanolickom roztoku v
pritomnosti antioxidantov, ktora sa prejavuje poklesom absorbancie pri 515 nm.

Do kyvety na meranie sa napipetovalo presne 3,9 ml DPPH (0,025 g.* DPPH
v metanole), odéitala sa hodnota absorbancie (Ag) na UV/VIS spektrofotometri (UV-1601,
Shimadzu, Tokyo, Japonsko). Nésledne sa priddo 0,1 ml vzorky, roztok v kyvete sa
premieSal 2-kré& pomocou mieSadielka s noZi¢kou a spustilo sa meranie. Zaznamenavala sa
z&vislost’ Absorbanca = f (t) pri 515 nm v 5-sekundovych intervaloch po dobu 30 mindt.

Antioxidacné aktivita je vyjadrend ako % inhibicie DPPH radikalu.

% inhibicie=[ (Ao - Ay / Ag] x 100

kde A, je absorbancia kontroly v ¢aset = 0 min (roztok DPPH'),
A je asorbancia v pritomnosti antioxidantu v ¢ase t min.
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alebo ako hodnota ECso, ktoré predstavuje mnozstvo v mg.I™ (v pripade kyseliny askorbovej)
ariedenie (r) (v pripade koncentrétu polyfenolov akoloidného zinku) potrebné na 50 %-nu
inhibiciu DPPH. Antioxidacna aktivita vzoriek s koloidnym zinkom sa merala priamo, vzorky
koncentrétu s kyselinou askorbovou boli pred meranim riedené 25, rex. 50-krét.

Stanovenie polyfenolov

Folin-Ciocalteau ¢inidlo reaguje spolyfenolmi za vzniku modrého komplexu.
Intenzita modrého sfarbenia je Umerna obsahu polyfenolov (Singleton et al., 1999).

Vzorka sa zriedila 25-krét. 0,5 ml takto zriedenej vzorky sa odpipetovalo do 50 mi
odmerng banky, pridalo sa 0,5 ml Folin-Ciocalteau ¢inidla, po premieSani 5 ml 20% roztoku
N&CO; a doplnilo destilovanou vodou po znacku. Po dbékladnom premieSani sa po 30
minGtach zmerala absorbancia sfarbenych roztokov na spektrofotometri (UV-1601,
Shimadzu, Tokio, Japonsko) pri 700 nm oproti slepému pokusu (namiesto vzorky sa
pipetovalo 0,5 ml destilovanej vody). Z kalibracng krivky zavislogsti absorbancie od
koncentrécie polyfenolov sa odgital obsah polyfenolovych zlGenin v mg.l™ vyjadrenych ako
kyselina galova a ziskany vysledok sa nasobil riedenim. Kaibra¢na krivka sa ziskala meranim
Standardnych roztokov s obsahom 5 az 50 mg kyseliny galovel v 100 ml.

V&etky merania sa uskutocnili trikrét, Statistické hodnotenie Udajov sa robilo pomocou
programu StatgraphicS 5. Vydedky merani si vyjadrené ako priemer a Statisticka odchylka.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Koncentrét polyfenolov mal nasledovné zloZenie - obssh polyfenolov 6835 mg.l™,
obsah pektinu 3,82 %, pH 6,5, suSina 4,2 %. Roztok koloidného zinku obsahoval 20 mg.I'l
zinku 2200 mg.I* kyseliny askorbovej. V tab. 1 s zhrnuté vysledky stanovenia antioxidainej
aktivity jednotlivych komponentov a pripravenych kompozicii.

Tab. 1 Antioxida¢nd Géinnost’ (% inhibicie) zdkladnych roztokov

antioxida¢na u¢innost’ (% inhibicie)

riedenie 25 riedenie 50
Koloidny zinok 26,89 + 1,34 15,05 + 0,89
Koncentré polyfenolov 46,02 + 2,09 2750+ 1,22
Koncentrét + 125 mg.l™ KA 50,09 + 1,49 37,76+ 1,30
Koncentrét + 250 mg.I* KA 51,56 + 1,83 39,19+ 1,36
Koncentrd + 500 mg.I™ KA 53,39 + 1,94 40,82 + 1,85
K yselina askorbova 125 mg.I™ 229 + 0,54
Kyselina askorbova 250 mg.I™ 5,23+ 0,77
K yselina askorbova 500 mg.I™ 9,09 + 0,83

neriedené

1 ml koncentratu + 49 ml koloidného Zn 76,59 + 2,05
2 ml koncentréatu + 48 ml koloidného Zn 70,63+ 2,12
3 ml koncentrétu + 47 ml koloidného Zn 63,79+ 1,95
Koloidny zinok 83,23+1,71
Kyselina askorbova 125 mg.I'l vo vode 49,65 + 0,62
Kyselina askorbova 250 mg.I'l vo vode 77,81 +0,38
Kyselina askorbova 500 mg.I'l vo vode 85,74 + 0,45

KA - kyselina askorbova, Zn - zinok
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Hodnoty ECso — koloidny zinok - riedenie 2,5, koncentrat polyfenolov - riedenie 20, kyselina
askorbové (125 + 1,46) mg.I™ (obr. 1).
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Obr. 1 Antioxida¢na aktivita kyseliny askor bovej vo vode

Koloidny zinok skyselinou askorbovou pésobia synergicky. Zatial' ¢o antioxidacna
aktivita vodného roztoku sobsahom kyseliny askorbovej 250 mg.l™ bola 77,81 + 0,96 %,
roztok koloidného zinku sobsahom kyseliny askorbovej 200 mg.I™ dosiahol antioxidagni
aktivitu 83,23 + 1,71 %. Pridavkom koncentrétu polyfenolov do roztoku koloidného zinku sa
celkovéa antioxidacné aktivita kompozicie znizila (tab. 1). ZniZenie bolo Umerné pridanému
mnoZzstvu polyfenolov. Je to pravdepodobne v désledku vzniku chelatickej vézby polyfenol-
zinok. Tymto sa zablokovali niektoré aktivne — OH skupiny, pritomnost’ ktorych je zakladnou
podmienkou, aby polyfenoly posobili ako zhaSace radikélov (Cao et d., 1997, Spranger et al.,
2008).
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Obr. 2 Priebeh eliminacie DPPH radikalu na za¢iatku skladovania koncentr atu
polyfenolov skoloidnym zinkom pri 5°C
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1-49Zn, 2-48Zn, 3-47Zn - pomer koncentratu polyfenolov akoloidného zinku v ml, K r50 -
koncentrét polyfenolov riedeny 50-krét, Zn r50 - koloidny zinok riedeny 50-krét, Zn -
neriedeny koloidny zinok
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Obr. 3 Priebeh eliminacie DPPH radikélu po 56 diioch skladovania koncentratu
polyfenolov skoloidnym zinkom pri 5°C

1-49Zn, 2-48Zn, 3-47Zn - pomer koncentrétu polyfenolov a koloidného zinku v ml

Slcasne stym sa pravdepodobne znizila koncentrécia volného zinku v roztoku
azodabil sasynergicky G¢inok sKA. Viaceré vyskumy vSak dokéazali, Ze polyfenolicke latky
zvy&uju biodostupnost’ zinku (Cilla et al., 2010, Kim et al., 2011, Quesandra et al., 2011,
Sreenivasulu et d., 2010).

Zmeny celkovej antioxidacnel aktivity (vyjadrené ako % inhibicie DPPH radikélu)
kompozicii polyfenolov s koloidnym zinkom po 56 dioch skladovania pri 5 °C v tme boli
nepatrné. Pri pridavku 1 ml koncentratu boli rozdiely vramci chyby merania (pokles
z hodnoty 76,59 + 2,05 % na 76,42 + 1,98 %), pri pridavku 2 ml koncentrédu poklesla
hodnota antioxidacnej aktivity zo 70,63 + 2,12 % na 67,05 + 1,52 %. Obdobny pokles sme
zaznamenali v kompozicii s pridavkom polyfenolov 3 ml — z pévodnych 63,79 + 1,95 % na
59,58 + 1,64 %.

Zobr. 2 a3 vsak vidiet vyrazni zmenu vV kinetike eliminacie DPPH radikalu.
V ¢erstvych vzorkach dochédza k pohlcovaniu radikdlov kyselinou askorbovou, ktora patri
medzi rychle lapace radikdlov (Brand-Williams et a., 1995, Goupy et al., 2003, Sanchez-
Moreno et al., 1998)). Prejavuje sa to okamZitym poklesom absorbancie a ustdenim reakene)
rovnovahy v priebehu 5 aZ 10 sekind. Po 56 dioch skladovania DPPH radika pohlcuja
najma polyfenoly, ktoré patria medzi pomalé lapace radikalov. Prejavuje sa to pozvolnym
poklesom absorbancie a ustd enim reakénej rovnovahy az po 30 mindtach.

Antioxidacnd aktivita kompozicii koncentrédtu polyfenolov spridavkom kyseliny
askorbovej bola merané v zriedenych roztokoch, nakol’ko intenzivna hneda farba koncentrétu
rusila meranie v neriedenych vzorkach. Porovnanim hodnét inhibicie DPPH radikdlu 25-krét
riedeného koncentrdu polyfenolov (46,02 + 2,09 %) srovnako riedenymi vzorkami
s pridavkom kyseliny askorbovej vidime, Ze pridavkom kyseliny askorbovej (KA) sa celkova
antioxidac¢na aktivita kompozicii zvysila (tab. 1). Zvy3enie je imerné mnozstvu pridang KA.
Eliminacia DPPH radikalu prebiehala vo vSetkych kompoziciach sKA pomaly. Reakéna
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rovnovaha sa ugdila aZ po 30 minitach merania vo v3etkych vzorkéch pocas celej doby
skladovania pri 5 °C g 25 °C, podobne ako uvzoriek skoloidnym zinkom na konci
skladovania. Znamena to, Ze sa preavilo predovdetkym antioxidacné pdsobenie
polyfenolickych 1&ok. Po 120 dnoch skladovania (obr. 4) pri 5 °C pokleda antioxida¢na
aktivita vzoriek spridavkom KA 500 mg.I'l z 53,39 + 1,94 % na 45,55 + 1,08 %,
s pridavkom KA 250 mg.I"* z pévodnych 51,56 + 1,83 % na 44,12 + 1,11 % a s pridavkom
KA 125 mg.l™ z hodnoty 50,09 + 1,49 % na 43,01 + 0,97 %. Pridavok kysdiny askorbovej
neovplyvnil pocas skladovania pri 5 °C vyrazne antioxidacnhl aktivitu sledovanych
kompozicii. VyraznejSie sa zniZila celkova antioxidacna aktivita kompozicii sKA pocas
skladovania pri 25 °C. Pévodné hodnoty antioxidacnej aktivity uvedené vySSie sa po 56
dinoch skladovania zniZili na hodnoty 31,21+1,16 % (KA 500 mg.l'l), 28,57 + 0,87 % (KA
250 mg.I™") a26,34 + 1,24 % (KA 125 mg.I™).
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Obr. 4 Zmena antioxida¢éng aktivity pocas skladovania koncentratov polyfenolov
sobsahom kyseliny askorbove pri 5°C a 25°C (25-nasobné riedenie vzoriek)
KA 500, KA250, KA125 — obsah kyseliny askorbovej v mg.I™*

Pocas skladovania vzoriek poklesol g obsah polyfenolov z pévodnej hodnoty 6835
mg.l" na hodnoty uvedené v tab. 2.

Tab. 2 Obsah polyfenolov (mg.I") v kompoziciach skyselinou askorbovou na konci
skladovania

teplota skladovania
5 °C (120 dni) 25 °C (56 dni)
Koncentrat 6318 + 19 5783+ 16
Koncentrd + 125 mg.l™ KA 6348 + 25 5825 + 19
Koncentré + 250 mg.l™" KA 6393+ 31 5894 + 22
Koncentrét + 500 mg.I" KA 6492 + 28 5019 + 27

Obsah polyfenolov vo vzorkéch s pridavkom KA skladovanych pri 5 °C poklesol
Vv priemere 0 6 %, vo vzorkéch skladovanych pri 25 °C bol pokles priblizne 14 %. Pridavok a
mnozstvo pridang kyseliny vyraznou mierou neovplyvnilo stabilitu polyfenolov pocas
skladovania pri oboch teplotach.
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Zvy%ené teplota skladovania sa prejavila poklesom celkového obsahu polyfenolov, ¢o
malo za nasledok & pokles celkove] antioxidacne aktivity (obr. 4). Hroznové extrakty
predstavuju potencidlny hodnotny zdroj polyfenolickych antioxidantov, ktoré mézu mat’
technologické vyuZitie ako potravinové aditiva ataktiez ako mozné vyzivoveé doplnky, ktoré
by zniZovali riziko srdcovo-cievnych ochoreni, istych druhov rakoviny.

ZAVER

Sledované kompozicie polyfenolov spridavkom kyseliny askorbovej akoloidného
zinku vzhradom na svoje antioxida¢né vlastnosti mdzu byt' zakladom pre funkéné napoje.
Kompozicie polyfenolov skyselinou askorbovou mdzu redukovat’ oxidatny stres in vivo
(Netzel et al., 2007). VySSiu antioxidacn( aktivitu mali pripravky na béze koloidného zinku aj
napriek nizSiemu obsahu kyseliny askorbovej a polyfenolov. Ich nevyhodou v3ak je vznik
zrazeniny v dédedku chelatickej vazby polyfenol — zinok. Odstranenie tohto nedostatku bude
predmetom d’alSieho vyskumu.

» T &0 préca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
VM SP-11-0011-09*
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