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O mozliwosci zastosowania chromatografii cienkowarstwowej do oznaczania
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego. Czes¢ Il. Wiasciwosci antyoksydacyjne
miesa.

Streszczenie: Antyoksydanty sgq zwigzkami zapobiegajgcymi lub opdzniajgce utlenianie zachodzgce w organizmie
ludzkim i produktach spozywczych. Te, ktére wystepujg w ZywnoSci, sgq korzystne dla naszego zdrowia, wspomagajg
leczenie i profilaktyke choréb. Do tej pory niewiele jest informacji na temat zywnosci pochodzenia zwierzecego. W migsie
po uboju dochodzi do niekontrolowanych reak¢gji chemicznych, obnizenia pH oraz powstawania nowych antyoksydantow.
W trakcie przygotowywania miesa do spozycia nastepujg zmiany w mikrostrukturze tkanki tacznej i wtdkien mies$niowych,
ktore w efekcie powodujg zmiany wiasciwosci antyoksydacyjnych. Celem pracy byto (i) zbadanie mozliwosci oznaczania
catkowitego potengatu antyoksydacyjnego (CPA), odniesionego do rodnika DPPH, za pomocg TLC; (ii) zastosowanie
opracowanej metody do oznaczania CPA wyrobéw miesnych oraz (iii) zastosowanie TLC jako fingerprint (odcisk palca)
wlasciwosci antyoksydacyjnych mies.

Stowa kluczowe: chromatografia cienkowarstwowa, TLC; 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, DPPH; antyoksydanty;
catkowity potencjat antyoksydacyjny, CPA, mieso.

About the possibility of application of thin layer chromatography to the
measurements of the total antioxidant potential. Part Il. Antioxidant properties of the
meat.

Abstract: Antioxidants are compounds which prevent or delay the oxidation occurring in the human body and/or food
products. Those, occurring in the food are advantageous for our health; enhance treatment and prevention of diseases.
So far, there is little information on food of animal origin. In the meat after slaughter occurs uncontrolled chemical
reactions decreased pH and the formation of new antioxidants. During the meat preparation for consumption changes
occur in the microstructure of connective tissue and muscle fibers that have the effect on changes in their antioxidant
properties. The aim of this study was (i) examine the possibility of determining of total antioxidant capacity (CPA),
referred to the DPPH, by TLC; (ii) the application of this method for the determination of the CPA of meat and (iii) the use
of TLC as a fingerprintof antioxidantproperties of meats.

Key words: thin layer chromatography, TLC; 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH; antioxidants; total antioxidant
potential, TAP, meat.

1. Wprowadzenie
(Introduction)

Skfad miesa zalezy od wieku, masy zwierzecia, ptci, gatunku i zmian jakie zachodzg w tuszy po uboju.
Mieso zwierzat rzeznych zawiera petnowarto$ciowe biatka, niezbedne aminokwasy, ktére sa potrzebne do
budowy tkanek, a organizm cztowieka nie jest w stanie sam sobie ich wytworzy¢. Z zywieniowego punktu
widzenia mieso jest takze zrodtem zwigzkéw mineralnych oraz witamin. Ich zawarto$¢ waha sie w zalezno$ci
od poszczegdlnych miesni i czesci tuszy ale takze od sposobu zywienia i gatunku zwierzecia. W ciggu 24
godzin ustala sie glikogenoliza (rozkfad glikogenu do glukozy lub glukozo-6-fosforanu) i koncowe pH (5,3-
5,7). Poszczegdlne gatunki migesa i ryb roznig sie pomiedzy sobg barwa, wielkoscig i strukturg tkanki
migsniowej/ttuszczowej [1-3].
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Istotng role w przeciwdziataniu powstawania uszkodzen wolnorodnikowych petnig zwigzki hamujace
wytwarzanie rodnikéw i/lub uczestniczace w przemianie ich w nieaktywne pochodne. Zwigzki te, tworzg
system antyoksydacyjny, a ze wzgledu na mechanizm dziatania dzieli sie je na enzymatyczne i
nieenzymatyczne, niskoczasteczkowe (askorbinian, tokoferol, koenzym CoQ, glutation). Do antyoksydantow
enzymatycznych zalicza sie katalaze (CAT), peroksydaze glutationowg (GPx) czy dysmutaze ponadtlenkowg
(SOD) [4-6]. Antyoksydanty dzielimy réwniez na hydrofobowe (lipofilne), wystepujagce w btonach
komoérkowych i lipoproteinach osocza, i hydrofilowe, wystepujace w cytoplazmie komoérek i ptynach
pozakomorkowych [7]. Problemem analitycznym jest oznaczenie obu grup antyoksydantéw.

2. Czesc¢ Eksperymentalna
(Experimental)

Aparatura
(Apparatus)

Pomiary chromatograficzne technikg TLC wykonane zostaty przy uzyciu komér chromatograficznych
typu DS 1l d (Chromdes, Lublin) o wymiarach 10 x 5 cm i 20 x 20 cm oraz ptytek szklanych, pokrytych zelem
krzemionkowym NP (Silicagel 60 i Silicagel 60 F,s45) lub pokrytych zelem krzemionkowym mody fikowanym
grupami oktadecylowymi (RP-18WF;s4s) (Merck, Niemcy) o wymiarach 5 x 10 cm i grubosci 0,25 mm.
Rejestracji i przetwarzania danych dokonano za pomoca skanera HP Scanjet G210 oraz pakietu
oprogramowania Scionlmage oraz ImageJ [8].

Odczynniki chemiczne
(Chemicals/reagents)

W trakcie badan wykorzystano odczynniki: n-heksan cz.d.a., etanol cz.d.a. 96,6 %, 2-propanol cz.d.a.,
wodoroortofosforan disodu, diwodoroortofosforan sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska), aceton cz.d.a
(Stanlab, Lublin), metanol HPLC grade (Honeywell, Niemcy), dichlorometan HPLC, 35 % kwas solny cz.d.a.,
kwas galusowy (POCh, Gliwice, Polska), acetonitryl Chromasolv, DPPH, 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl
(Sigma-Aldrich, Niemcy).

Materiat badawczy
(Materials)

Jako materiat do badan zastosowano dwa rodzaje miesa drobiowego (filet z indyka, filet z kurczaka),
trzy rodzaje miesa wotowego (szponder wotowy, cielecine, karkowke wotowgq), trzy rodzaje miesa
wieprzowego (stonine, schab wieprzowy, fopatke wieprzowa) oraz dwa gatunki ryb ttustych (foso$ wedzony,
sledz). Mieso zostato zakupione w sklepach znajdujacych sie na terenie miasta Siedice.

Przygotowywanie miesa
(Meat preparation)

Wszystkie roztwory wodne wykorzystane w badaniach przygotowano stosujgc wode tréjkrotnie
destylowang z kwarcu. Ekstrakty miesa o stezeniu 0,5 g/ml przygotowano przez rozpuszczenie 2 ¢
rozmrozonego, zmielonego miesa (60 sek.) w 4 ml rozpuszczalnika (metanol, heksan, aceton, acetonitryl,
dichlorometan, woda trojkrotnie destylowana, woda zakwaszona do pH 2). Ekstrakty miesa umieszczano na
ptuczce ultradzwiekowej, saczono i odwirowano (3 min; 18000 obr./min). Tak przygotowany materiat do
badan przechowywano szczelnie w foli aluminiowej w lodéwce w temp. +5°C.

Oznaczania CPA w odniesieniu do rodnika DPPH
(Determination of CPA related to the DPPH radical)

W pracy stosowano 1 mM metanolowy roztwér DPPH. Na wstepie badan opracowano metode
rozdzielania formy zredukowanej od utlenionej rodnika DPPH na ptytkach zaréwno w uktadzie faz prostych
jak i odwréconych. Zbadano wplyw warunkéw chromatograficznych na rozdzielanie: komora wysycona i
niewysycona, fazy NP i RP-18W, wpltyw temperatury, sktad fazy ruchomej oraz technika wielokrotnego
rozwijania. Opracowang metode [9] zastosowano do oznaczania CPA miesa.
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Oznaczanie catkowite go stezenia polifenoli
(Determination of the total polyphenols contentration)

W miesach oznaczono catkowitg zawartos¢ polife noli wykorzystujagc metode fotometrycznag Folina —
Ciocalteua (FC). Polifenole reagujac z FCR wytwarzajg niebiesko zabarwiony roztwér (A = 765 nm). Barwa
ta powstaje w wyniku redukcji dwéch kwasoéw, fosfomolibdenowego oraz fosfowolframowego [8].

Do kolby o objetosci 5 ml odpipetowano 0,5 ml ekstraktu wodnego miesa i dodano 0,5 ml odczynnika
Folina — Ciocalteua, odczekano 5 min., a nastepnie dodano 2 ml 20% Na,CO3 i uzupetniono wodg kolbe do
kreski. Na 30 min. mieszanine odstawiono w ciemne miejsce. Pomiar wykonano w stosunku do $lepej préby
przy 765 nm. Wykonano krzywg wzorcowg kwasu galusowego (stezenie od 0 do 0,1 mg/ml). Wynik
oznaczenia podano jako ekwiwalent kwasu galusowego w przeliczeniu na 1 g produktu.

Pomiar CPA miesa
(Measurement of TAP of the meat)

Wiasciwosci antyoksydacyjne miesa oznaczano mierzac intensywnos¢ plamki fioletowej (formy
utlenionej DPPH’). Po reakcji redukcji rodnik zmienia zabarwienie na jasno-zétte (DPPH-H). Oznaczanie
rodnika przeprowadzono za pomocg TLC. Reakcje pomiedzy rodnikiem, a probka miesa przeprowadzano na
ptytkach NP i RP-18W w temperaturze +20°C, w komorze wysyconej, w ktérej faza ruchoma byt
heksan/aceton (1:0,254 v/v). Jako probe kontrolng zastosowano mieszanine roztworu DPPH w metanolu [9].
Do probki miesa o objetosci 200 pl dodano 100 pyl 1 mM metanolowego roztworu DPPH. Pomiar
chromatograficzny wykonano po 5 minutach. Po tym czasie zaobserwowano zmiane barwy roztworu.
Badang probke miesa z DPPH’ (5 pl) nanoszono na ptytke. Na rozwinietej ptytce zaobserwowano plamki
pochodzace zaréwno od formy utlenionej (fioletowa) jak i zredukowanej (z6tta) rodnika DPPH oraz plamki
pochodzace od antyoksydantéw niereagujacych z tym rodnikiem. Catkowitg zawartos¢ antyoksydantéw
(CPA) w badanej prébce miesa odczytano z krzywej wzorcowej wykonanej dla kwasu galusowego
(w zakresie stezen 0 + 0,02 mg/ml). Wynik oznaczenia podano jako ekwiwalent tego kwasu w przeliczeniu
na 1 g produktu.

3.  Wyniki i dyskusja
(Results and Discussion)

Dobér warunkéw pomiarowych
(Measurement conditions)

Wartosci CPA roznych mies uzyskane na ptytkach NP i RP-18W poréwnano na Rys. 1. Wynika z
niego, ze w obu przypadkach otrzymano, w granicach niepewnosci pomiarowych, te same wyniki. Do
dalszych badan wybrano plytki RP ze wzgledu na lepsze rozdzielenie obu form DPPH.
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Rys.1. CPA [GAE] mies po 5 minutach ekstrakcji dichlorometanem. Warunki chromatograficzne:
temperatura - 20°C, faza ruchoma - heksan/aceton (80:20% /), ilo$¢ naniesionej probki - 5 pl.

Fig. 1. TAP [GAE] of meat after 5 min. extraction with dichloromethane. Chromatographic conditions:
temperature - 20°C, mobile phase - hexane/acetone (80:20% v/v), injection volume -5 zd.
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Wihasciwosci antyoksydacyjne ekstraktéw miesnych
(The antioxidant properties of the meat extracts)

Stezenie antyoksydantow (stad CPADPPH') zalezy od czasu ekstrakcji (Rys. 2). Z jednej strony jego
wydtuzenie zwieksza wspétczynnik ekstrakcji, z drugiej zas zwieksza prawdopodobienstwo utlenienia probki.
Dla réznych gatunkéw mies uzyskano podobng zaleznos¢ CPA od czasu ekstrakcji (Rys. 2) i od
zastosowanego rozpuszczalnika (Rys. 3). Maksymalne wartosci CPA uzyskano dla ok. 5 min. ekstrakciji.
Powyzej 10 min. wartosci CPA asymptotycznie dazg do statej wartosci. Najwiekszym CPA charakteryzuje sie
mieso wotowe (ok. 21 ug GA/1 g miesa). Najstabszymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzowat
sie metanolowy ekstrakt topatki wieprzowej (ok. 8,9 ug GA/1 g miesa). Wieksze wartosci CPA otrzymano dla

rozpuszczalnikéw bardziej polarnych.
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Rys. 2.  Wplyw czasu ekstrakcji metanolem na ptuczce ultradzwiekowej) na CPAPPPH GAE].
Fig. 2.  The influence of extraction time (using methanol and ultrasonic bath) on TAP PPH [GAE].
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Rys. 3. Wplyw czasu ekstrakcji na CPAPPPH [GAELfiIetu z kurczaka.
Fig. 3.  The influence of time extraction on TAP™ H[GAE].
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Wizualizacja za pomoca rodnika DPPH
(Visualisation using the DPPH radical)

Wizualizacje ptytek przeprowadzono w uktadzie faz odwréconych. Fazg ruchomg byta mieszanina
dwusktadnikowa: metanol/woda o stosunku objetosciowym (95:5, V/v). Zastosowana faza ruchoma wymywa
takie zwigzki jak, witaminy E (a, B, y — tokoferole) oraz witamine D [10]. Na ptytkach RP-18W uzyskano
najlepsze rozdzielanie tych wiasnie zwigzkéw. Na podstawie obecnosci i intensywnosci zéttych plamek
mozna stwierdzi¢ wystepowanie w badanych ekstraktach zwigzkow o wtasciwosciach przeciwutleniajacych.
Rodnik DPPH reaguje z antyoksydantami co powoduje odbarwienie fioletowego tla (Rys. 4).
W metanolowych ekstraktach znajdujg sie zardwno polarne antyoksydanty (R; = 0,75 i 0,86 dla wotowiny
i fososia), Srednio polarne (mieso drobiowe - filet z kurczaka i indyka R = 0,25), jak i niepolarne
(Rf = 0). Wotowina i toso$ w%g'zony charakteryzujg sie zblizong iloscig i intensywno$cig plamek zottych
(Rys. 4) oraz warto$cig cPAPP Z otrzymanych wynikdw mozna wywnioskowac, ze kazda probka zawiera
bardzo podobne antyoksydanty, $rednio polarne.
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Rys. 4. TLC chromatogram uzyskany w wyniku wizualizacji metanolowym roztworem DPPH dla probek
miesnych ekstrahowanych metanolem. Warunki chromatograficzne: pfytka RP-18W, faza ruchoma -
metanol/woda (95:0,5, v/v), wizualizacja - 1 mM DPPH. (1 — schab wieprzowy; 2 — filet z indyka; 4 —
szponder wotowy; 5- toso$ wedzony; 6 — filet z kurczaka; 8 — fopatka wieprzowa; 9 — cielecina
wieprzowa i 10 - karkowka wieprzowa)

Fig. 4. TLC chromatogram obtained by visualization using methanolic solution of DPPH for meat samples
extracted in methanol. Chromatographic conditions: plate - RP-18W, mobile phase - methanol/water
(95:0,5, v/v), visualization - 1 mM DPPH. (1 - pork loin, 2 - turkey fillet, 4 - beef brisket, 5 - smoked
salmon; 6 - chickenfillet; 8 - pork shoulder; 9 - veal and 10 - pork neck).

Wplyw rozpuszczalnika ekstrakcyjnego CPA prébek
(The influence of solvents on TAP values)

Za wihasciwosci antyoksydacyjne prébek miesnych odpowiedzialne sg rézne zwigzki, ktore
rozpuszczalne sg w réznych rozpuszczalnikach. Dlatego niemozliwe jest uzyskanie informacji o peinej
aktywnosci antyoksydacyjnej probki po ekstrakcji tylko jednym rozpuszczalnikiem [11]. Na Rys. 5
przedstawiono catkowite stezenie polifenoli w réznych gatunkach miesa. Najnizsza zawartos¢ polifenoli
wystepuje w karkdéwce wieprzowej (ok.6 GAE), a najwyzsza zas w wotowinie (szponder) — 9,38 GAE i filecie
z kurczaka — 9,27 GAE. Oznacza to, ze redukcja rodnika DPPH najprawdopodobniej spowodowana jest
przez polifenole. Dtugotrwate przechowywanie miesa moze wywota¢ chemiczne utlenienie polifenoli, a takze
niekontrolowane procesy enzymatyczne.

Vol. 7, No 1/2015 Camera Separatoria



92

12
= 10 F
c g i
g% 8
S E 6F
O & 4
)~ -
R
o <
E o 2F
i D —
N~ lopatka loso§w. cielgcina indyk kurczak wolowina
wiep.

Rys. 5. Zawartos¢ polifenoli w miesach. Warunki pomiarowe: pomiar fotometryczny 765 nm, stezenie miesa
- 0,05 g/ml. Wyniki przedstawiajg $rednig z 3 pomiarow.
Fig. 5. The concentration of polyphenols in meats. Measuring conditions: photometric measurements at 765
nm, concentration of the meat - 0.05 g/ml. The results represent the average of 3 measurements.
CPAPPPH: réznych gatunkdéw miesa ekstrahowanych przez rézne rozpuszczalniki przedstawiono na
Rys. 6. Okazato sig, ze najsilniejszymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzuje sie mieso tososia
wedzonego po ekstrakcji heksanem. Z drugiej strony najnizsze CPA otrzymano dla cieleciny ekstrahowanej
acetonem. toso$ wedzony bez wzgledu na uzyty do ekstrakcji rozpuszczalnik zawsze (w granicach
niepewnosci pomiarowej) charakteryzuje sie bardzo silnymi wtasciwosciami  antyoksydacyjnymi.
Prawdopodobnie spowodowane jest to tym, ze toso$ wedzony zawiera dym wedzarniczy, ktéry ma dziatanie
konserwujace i antybakteryjne. Substancjami czynnymi dymu sg zwiazki (pochodne gwajakolu i syringolu),
ktore wykazuja silne wtasciwosci antyoksydacyjne [15]. W tym miejscu warto zauwazy¢, ze CPA miesa
zalezy od jego obrébki. Miedzy innymi powstajg tzw. MRPs (ang.: Maillard Reaction Products), czyli produkty
reakcji Maillarda, tzn. reakcji miedzy aminokwasami a cukrami. Obrébka moze zwieksza¢ aktywnos$é
antyoksydacyjng niektorych biatek z powodu zmian jakie zachodzg w ich Il'i lll rzedowej strukturze. Obrébka
miesa, zarowno do spozycia jak i do analizy moze przyczyni¢ sie do utleniania antyoksydantow. W
konsekwencji moze dojsé do degradacji endogennych antyoksydantéw takich jak witamina C, E, polifenoali,
tioli czy karotenoidow [12-14]. Zawartos¢ antyoksydantow w réznych gatunkach mies zalezy od
zastosowanego do ekstrakcji rozpuszczalnika. Najwigcej antyoksydantéw zawiera migso z tososia.
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Rys. 6. CPAPPPH [GAE] réznych gatunkéw. Warunki ekstrakcji i chromatograficzne jak na Rys. 5.

Rys. 6. TAPPPPH [GAE] of different types of meat. Extraction and chromatographic conditions as on Fig. 5.
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