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ANOTACE

Prace se zabyva vitaminy, pfedev§sim vitaminem C ajeho stanovenim pomoci modernich
analytickych metod v ovoci a zelening. Prvni ¢ast prace je vénovana stru¢né charakterizaci
ovoce a zeleniny a teoretickému tvodu do svéta vitaminl. Nasledujici ¢ast pojednava jiz

0 stanoveni a 0 vybranych metodach s konkrétnimi priklady.
KLICOVA SLOVA

ovoce, zelenina, vitamin C, stanoveni

TITLE

Determination of ascorbic acid using recent analytical methods
ANNOTATION

The thesis deals with vitamins, mainly with vitamin C and its determination by modern
analytical methods in fruits and vegetables. The first part of the thesis is devoted to a brief
characterization of fruits and vegetables and a theoretical introduction to the world of vitamins.
The following section is already about determination and selected methods with specific

examples.
KEYWORDS

fruits, vegetables, vitamin C, determination
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UVOD

Cilem bakalatské prace byl vitamin C a jeho stanoveni pomoci modernich analytickych
metod v ovoci a zelening, respektive v ovocnych a zeleninovych s§tavach. Toto téma mé
zaujalo, protoze vitaminy v§eobecn¢ jsou v dnesni dobé¢ Casto diskutovanym tématem. Zejména
pro jejich nezbytnost pro lidsky organismus. Mezi diilezité a probirané aspekty patii naptiklad
jejich dostate¢ny ptijem, zplsoby zpracovani potravin obsahujicich vitaminy ¢i jejich celkové
pozitivni G¢inky na ¢lovéka. Konkrétné vitamin C jsem si vybrala z toho divodu, ze je mezi

Sirokou vefejnosti asi nejvice znamy a ve veét§i mife je na n¢j zaméien i marketing.

(24

Na zacatku prace se zamétime na vitaminy obecné, na jejich charakterizaci, rozdélent,
funkce, historii, stabilitu. Dale se seznamime konkrétné s vitaminem C. Podivame se na jeho

biochemické vlastnosti, reakce, vyuziti, vyskyt a na projevy jeho nedostatku.

rowr

Posledni cast obsahuje metody stanoveni vitaminu C s konkrétnimi ptiklady. Jednu ¢ast
tvoii elektrochemické techniky jako je napiiklad voltametrie, polarografie atd. Dale jsou

uvedeny dal$i nespektralni i spektralni metody.
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1 Ovoce a zelenina
1.1 Ovoce

Jako ovoce jsou oznaCovany obvykle semena, plody, plodenstvi nebo souplodi
zpravidla viceletych semennych rostlin. Termin ovoce ovSem neni z biologického hlediska
presné vymezen. Tento pojem v gastronomii, potravinaistvi a v zemédélstvi obecné oznacuje
sladké duzinaté plody. V zemédélské, potravinarské a gastronomické praxi se tento termin
pouziva Kk oznaceni spise sladkych duZzinatych ploda kulturnich kefd, stromd, pfipadné lesnich

plodin. Délime ho do téchto zakladnich skupin [1]:

= jadrové — aronie, jablka, hrusky, jefabiny atd.

= bobulové — lesni ovoce, angrest, rybiz atd.

= peckové — nektarinky a broskve, meruiky, tfeSné a vi$né, Svestky atd.
= skotfapkové — liskové a vlasské ofechy, jedlé kastany atd.

= hrozny vinné révy

= exotické ovoce (plody péstované v subtropech a tropech) — citrusové ovoce, banany, kiwi,

fiky, avokado, ananas atd.

Ovoce ma proménny obsah vody, duznaté ovoce obsahuje 70-90 % vody, skotapkové
pouze 4-8 %. Dale je zdrojem cukri, obsah se pohybuje v rozmezi 5-15 %. Naopak obsah tukt
a bilkovin je zhlediska vyzivy U vétSiny druhi zanedbatelny. Vyjimku naptiklad tvofi
skotapkové ovoce, predevSim ofechy, které jsou bohaté na tuky s vysokym obsahem
nenasycenych mastnych kyselin. Ovoce je dobrym zdrojem fady vitamint (vitamin C, vitaminy
fady B atd.), ochrannych latek nejcastéji ve formé ptirodnich antioxidanti @ mineralnich latek.
Neocenitelnou vyhodou pro konzumaci ovoce je jeho vysoka senzorickd hodnota, kterou
zpusobuji piitomné cukry, tékavé aromatické latky (silice), organické kyseliny a dalsi

senzoricky vyznamné latky.

Tyto plody konzumujeme bud’ Cerstvé, tedy v syrovém stavu, nebo zpracované. Mezi
zpracované ovoce fadime naptiklad marmelddy, dZzemy, ovocné protlaky, kompoty atd.
U téchto vyrobkl se prakticky pokazdé snizuje vyzivova hodnota daného ovoce, a naopak
dochazi casto ke zvySovani energetické hodnoty (pfidavkem cukru). Z toho vyplyva, Ze

z vyzivového hlediska, je lepsi konzumovat Cerstvé ovoce.
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1.2 Zelenina
Mezi zeleninu patii jedlé ¢asti rostlin (napf. bulvy, nat’, kofeny, listy). Zeleninu rovnéz

délime do zakladnich skupin:
= kofenova — petrzel, kien, mrkev, celer, fedkvicka atd.
= kost'alova — brokolice, kapusta, zeli, kvétak, kedlubna atd.
= cibulova — cibule, pazitka, ¢esnek atd.
= listova — Spenat, salat atd.
= plodova — okurky, meloun vodni, paprika, rajce, lilek atd.
= vyhonky — bambus, chiest atd.
= klasy — kukuftice cukrova atd.
= naté — celer, kopr, libecek atd.

Voda je hlavni sloZkou zeleniny, jeji obsah piesahuje U pfevazné casti druhti 80 %.
Obsah tukl a bilkovin je obdobn¢ jako u ovoce vyzivoveé nevyznamny (vyjimkou je luskova
zelenina). Energetickd hodnota zeleniny je zanedbatelnd, a to kviili nizkému obsahu cukru,
ktera ma maximaln¢ vliv na chut. U nékterych druhit mizeme nalézt vys$i obsah Skrobu
(luskova zelenina). Zelenina je vyznamnym zdrojem hotc¢iku a drasliku, vldkniny a vitamina
(vitaminy skupiny B, vitamin C). Dal$imi dulezitymi latkami jsou netékavé i té€kavé latky. Tyto
latky jsou zdrojem typické vuné a chuti. Nékteré z nich putsobi jako prevence rtznych

onemocnéni (napiiklad kardiovaskularniho onemocnéni).

Zelenina mize obsahovat i zdravi Skodlivé latky. V mrkvi, Spenatu a dalSich druzich se
za ur¢itych podminek pii nadmérném pouzivani dusikatych hnojiv mohou vyskytovat
dusi¢nany. DalSimi nebezpecnymi latkami jsou toxické ptirodni latky, jako je ve Spendtu se

vyskytujici kyselina oxalova, ta zvySuje riziko ledvinovych kament.

Stejné€ jako U ovoce miiZeme zeleninu konzumovat syrovou nebo zpracovanou. Mezi
mozné Upravy patii sterilace, suSeni, chemickd konzervace, proslazovani ¢i soleni. Také

Vv tomto piipadé plati, ze vyzivové hodnoty se s procedurami snizuji [2].
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2 Vitaminy

Vitaminy fadime mezi organické nizkomolekularni latky. Tyto slouceniny jsou
syntetizovany vyhradné autotrofnimi organismy. Pro heterotrofni organismy jsou vitaminy sice
nezbytné, naptiklad pro latkovou vymeénu, ale syntetizuji je pouze vyjime¢né. Proto je pfijimaji
jako exogenni latky z potravy. Vitaminy nejsou povazovany za zdroj energie ani jako stavebni
material a své vyuziti nalézaji predev§im jako slozky katalyzatorti biochemickych reakci.
Miuzeme je rovnéZ pojmenovat jako exogenni esencialni biokatalyzatory [3]. Jedna se 0 velmi
riznorodou skupinu latek s rozmanitymi chemickymi strukturami a lisici se i svymi funkcemi

v organismech [4].

2.1 Historie a vyvoj

Termin vitamin byl v roce 1912 zaveden polskym biochemikem Kazimierzem Funkem,
kterému se podafilo izolovat latku G¢innou v prevenci nemoci beri-beri, vyskytujici se
Vv ryzovych slupkach. Dnes uz se vi, Ze se jednalo o vitamin B1. Funk navrhl nazvat tuto latku
vitamin, nebot’ se domnival, Ze se jednalo o vyznamnou aminokyselinu. Nazev je odvozen
z latinského ,,vital amine®, v ptekladu ,,zivotné dilezité aminy* [5]. Z historického hlediska
byly za vitaminy oznacovany vSeobecn¢ latky, které jsou potiebné pro béznou vyzivu a jejich

nedostatek zptsobuje onemocnéni. To dnes ovSem plati jen o n€kterych z nich [6].

Pojem vitamin jako takovy se v historii tedy vyuzival pro fadu chemickych sloucenin,
které nespliovaly dnes$ni podminky pro zatazeni mezi vitaminy. O fadé téchto télu prospésnych
latek myIné popisovanych v odborné literature 30. a 40. let vySlo najevo, ze jsou shodné
S jinymi esencialnimi nutricnimi latkami, nebo Ze se jednéa o smés vice sloucenin. Naptiklad se
jednalo o tzv. vitamin M, B3, T a Bc, které jsou identické s kyselinou listovou, vitamin G, coz
je vlastné riboflavin (vitamin B>) aj. [5]. Dfive, kdyZ struktura vSech vitamind nebyla znama
a vitaminové preparaty byly smési n€kolika latek, se pro vyjadfovani kvantitativnich hodnot
vyuzivaly tzv. biologické jednotky (kufeci, mys$i atd.). Tyto jednotky udavaly potiebné
mnozstvi k vyvoldni fyziologického U¢inku na daném zvifeti. V nésledujicich letech byly
odvozeny tzv. mezindrodni jednotky IU (z anglického vyrazu International Units), s pfimou
vazbou na hmotnost konkrétniho vitaminu. V dne$ni dobé se tyto jednotky U vitamint
rozpustnych v tucich vyuzivaji ptfedevs§im v odvétvich farmacie a mediciny. Naopak pro

vitaminy v potravinach se obsah vyjadiuje v hmotnostnich jednotkach [3].
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2.2 Rozdéleni
Nejcastéji pouzivané kritérium tfidéni vitaminl je podle spole¢nych fyzikalnich

vlastnosti. Vitaminy se poté déli podle rozpustnosti do téchto 2 skupin:
» vitaminy rozpustné v tucich, takzvané lipofilni vitaminy (vitamin A, D, E a K)

» vitaminy rozpustné ve vodé (respektive Vv polarnim rozpoustédle), takzvané hydrofilni
vitaminy (vitamin C a vitaminy skupiny B, tzv B-komplex — vitamin B1, B2, Bs, Bs, Bs, B7,
Bo, B12) [3].

Nekteré vitaminy netvofi pouze jedna aktivni forma, ale jedna se 0 tzv. vitaminovou
skupinu, ktera se sklada z jednotlivych, strukturné¢ podobnych, sloucenin. Tyto slouceniny se

souhrnné nazyvaji vitamery.

Existuji také latky, které samy 0 sob¢ nevykazuji fyziologické t¢inky, nicméné slouzi
jako prekurzory vitamint, tzv. provitaminy. Z téchto latek dokaZze organismus vitaminy
syntetizovat [5]. Seznam vSech vitamind, jejich vitamer a nékterych provitamini je uveden

v Tabulka 1 — Seznam vitamint, vitamerd a provitaminQ

Tabulka 1 — Seznam vitamind, vitamera a provitamini [3] [5]

Vitamin Vitamer Provitamin
Vitamin A retinol (A1) a, B, y-karoten
retinal

3,4-dehydroretinol (A2)

retinova kyselina

Vitamin D cholekalciferol (D3) 7-dehydrocholesterolergosterol
ergokalciferol (D2) ergosterol
Vitamin E tokoferoly

tokotrienoly
Vitamin K fyllochinony (K1)
menachinony (Kz)
menadion (K3)
menadiol-difosfat (Ka)

Vitamin C kyselina L-askorbova
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Vitamin Vitamer Provitamin
kyselina
L-dehydroaskorbova
Vitamin B1, Thiamin thiamin
Vitamin B>, Riboflavon riboflavin
(vitamin G)
Vitamin Bs, Niacin kyselina nikotinova tryptofan

(vitamin PP)

Vitamin Bs, Pantothenova
kyselina

Vitamin Be, Pyridoxin

Vitamin By, Biotin (vitamin H)
Vitamin By, Folacin

Vitamin Biz, Korinoidy

nikotinamid

kyselina pantothenova
koenzym A
pyridoxol
pyridoxal
pyridoxamin
biotin
kyselina listova
kyanokobalamin (B12)
hydroxykobalamin
(B12a)
akvakobalamin (Bizb)
nitritokobalamin (B1zc)

adenosinkobalamin

2.3 Funkce vitaminu

Vitaminy nachazeji uplatnéni v oxida¢né reduk¢énich systémech [4]. Nékteré z nich maji
antioxida¢ni ucinky (vitamin E, C atd.), které mohou mit pozitivni vliv na ruzné civiliza¢ni

nemoci jako je napiiklad rakovina, alergie, srde¢ni onemocnéni, osteoporoza aj. Také zajist'uji

nékteré bézné fyziologické funkce (naptiklad vyvoj, rist).

Nekteré vitaminy maji i metabolické funkce. Druh téchto funkci u jednotlivych

vitaminid nebo vitamerl zavisi jednak na jejich chemické reaktivité a také na jejich distribuci

v tkani ¢i bunce. [5].
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Lipofilni vitaminy plni v organismu ruzné funkce. Vitamin A: nachazi naptiklad
uplatnéni v biochemickych reakcich zrakového vjemu. Dale pak provitamin A (konkrétné

B-karoten) mé funkci antioxidantu a rostlinného barviva.

Vitaminy rozpustné ve vodé maji katalyticky ucinek. V organismech vesmés funguji
jako kofaktory enzymi v metabolismu bilkovin, tukd, nukleovych kyselin, sacharidi a dal$ich

latek, které jsou produktem sekundarniho metabolismu [3].

2.4 Stabilita vitaminu

Nékteré vitaminy jsou velmi labilni a jsou citlivé na nejriznéjsi faktory a fyzikalné
chemické vlivy. U vitamint rozpustnych v tucich obecné plati, Ze jsou méné stabilni k oxidaci,
pokud se vyuzivaji k vyzive, stabilizuji se Casto pomoci antioxidantli. Tato skupina vitamint je
citliva na ptisobeni kysliku, tepla, kovovych iontii a UV zafeni. Vitaminy rozpustné ve vodé
vyuzivané pii vyrobé potravin jsou stabilnéjsi. Vyjimkou je riboflavin, vitaminu Bs a B2, které
se rozkladaji vlivem plisobeni svétla. Dale pak thiamin, ktery je citlivy k alkalickému prostredi

[5].

Jak jiz bylo zminéno, vitaminy jsou vétSinou exogenni latky a jsou piijimany bud’ jako
suroviny nebo jako potraviny. Béhem tepelného zpracovani v ramei kulinatskych uprav, anebo
béhem technologického zpracovani dochazi k menSim ¢i vétSim ztratdm U vétSiny vitamint.
U vitamind rozpustnych ve vodé dochazi k nejvétsim ztratam vyluhem, U vitamind rozpustnych

V tucich jsou ztraty zpisobeny nejvice jiz zminénou oxidaci [3].

Obsah vitaminu v surovinach a vV potravinach se v technologické praxi bere jako
indikator kvality a Setrnosti zpracovani, a také jako ukazatel vhodného skladovani hotovych
potravinarskych vyrobku a surovin [7]. Nutno podoktnout, ze stabilita riznych forem vitamint
je odlisna aovlivnéna vnéjsimi faktory, konkrétnimi potravinami ataké pouzitymi

technologiemi [3].

2.5 Obohacovani potravin vitaminy

Vzhledem k vyznamnosti ve vyZzivé se dnes vitaminy v potravinaiském primyslu
vyuzivaji k obohacovani velkého mnozstvi vyrobku, tzv. k fortifikaci a restituci potravin.
Restituci se dopliiuji hladiny vitaminll na plivodni obsah. Fortifikaci se rozumi obohaceni na
vys$i koncentraci, nez byla pivodni. Toto obohacovani se provadi obvykle z fyziologickych

divodi. Mohou se do potravin ptidavat ijako barviva (B-karoten) nebo antioxidanty
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(vitamin C, E). Obohacovani se hojn¢ vyuziva k vyrobé riznych doplnkd stravy tzv.

multivitaminovych ptipravku [3].

2.6 Distribuce vitamini v tkanich

Vitaminy rozpustné v tucich se nahromad’uji v tkanich s vysokym obsahem tuku (jatra,
tukové tkan¢). V ptipadé, ze poklesne jejich piijem, jsou z tkani podle potieby uvoliovany.
Naopak vitaminy rozpustné ve vod¢ se v organismu zadrzuji jen v malém mnozstvi a vétSinou

jsou rychle z téla vyluc¢ovany [5].

2.7 Metabolismus vitamini a jejich aktivace

Neékteré vitaminy piisobi v biologickych systémech bez nutnosti metabolické aktivace
nebo vazby na kofaktor (napfiklad enzym). Mezi pfimo pisobici vitaminy patii vitamin E, C
a K, respektive nekteré jejich formy. VEtsina vitamint ovSem vyzaduje metabolickou aktivaci.
Metabolicka transformace forem vyskytujicich se v potravé na formy, které jsou metabolicky
aktivni, mize probihat bud’ pfimou modifikaci chemické struktury vitaminii nebo spojenim
s jinym metabolicky dualezitymi faktory. Vitaminy vyzadujici metabolickou aktivaci jsou
napiiklad vitamin A, D, vitamin Be aj. Nékteré vitaminy jsou biologicky aktivni pouze tehdy,
pokud jsou vazany na protein. Mezi vitaminy, které se musi vazat na proteiny, patii napiiklad

vitamin Bs, niacin atd. [5].

2.8 Vylucovani vitamini

Pro vitaminy rozpustné v tucich obecné plati, Ze jsou vylucovany z jater se zluci
a nasledné, pokud nedochazi k jejich resorpci, jsou vylucovany se stolici. Vyjimku tvofi
vitamin E a A, které maji metabolity do jisté miry rozpustné ve vodé a jsou vyluc¢ovany moci.
Vitaminy rozpustné ve vodé se vylucuji vyhradné moci, a to neporusené (naptiklad riboflavin)

nebo ve formé metabolith rozpustnych ve vod¢ (napt. vitamin C, B12) [5].

2.9 Antivitaminy

Antivitaminy neboli antagonisté vitaminli neumoziuji plné vyuziti vitaminii nebo
vitaminy inhibuji [3]. Jedna se také o latky, které uréitym zplsobem eliminuji jejich
biochemické vyuziti v organismu, a vyvolavaji tak projevy spojené s jejich nedostatkem.

Konkrétné se antivitaminy daji rozdé€lit do nasledujicich skupin:
= |atky strukturné podobné vitaminim

= latky tvofici s vitaminy nevyuzitelné¢ komplexy

20



* enzymy preménujici vitaminy [7].

Antivitaminy patfici do prvni skupiny fadime mezi tzv. pravé antivitaminy. Tyto
antagonisty nelze obvykle odstranit béznymi technologickymi upravami a zakroky. Nasledujici
dvé skupiny antivitaminu lze do jisté miry odstranit pouzitim vhodnych kulinarnich nebo
technologickych postupt, jako je tfeba denaturace bilkovinné ¢asti vitaminu, kterd je vazana

V nevyuzitelném komplexu s bilkovinou ¢i tepelna inaktivace enzymu [3].

2.10 Nadmérny prijem vitamint
Tento stav se odborn¢ nazyva hypervitaminosa a je zpusoben piili§ vysokym piijmem
vitaminl rozpustnych v tucich, konkrétné skupin vitamini A a D. Tento stav vyvolava poruchy

biochemickych procest a v krajnich piipadech vede az k tézkym onemocnénim [3].

2.11 Nedostate¢ny prijem vitamint
Nedostate¢ny pfijem vitamini vyvolava hypovitaminosu. Pokud vitamin v organismu
zcela chybi, jedna se 0 avitaminosu. V minulosti byla deficience vitamind jednou z pficin
mnoha chorob a imrti. Jednalo se pfedevs§im o0 kurdéje (nedostatek vitaminu C), pelagra
(nedostatek nékterych vitamint B-komplexu), beri-beri (nedostatek thiaminu), kiivice (vitamin
D). V dnesni dob¢ jsou tato onemocnéni dobie znama a 1ze jim piedchazet [3]. Hypovitaminosa
a avitaminosa maji rtizné priciny, nejcastéji se jedna o:
= nedostatecny piijem vitamini v potrave

= nedostateCné vstfebavani vitamina v zazivacim traktu (nejCastéjsi pricinou jsou zanétliva

a priijmova onemocnéni ¢i zrychlend peristaltika)
= zvySena potfeba vitamind v organismu
= vliv antivitamind [4].

2.12 Vyskyt v potravinach

Vitaminy se Vv potravinach vyskytuji v proménném mnozstvi obvykle od jednotek
ng.kg? az po tisice mg.kg*. Obsah zavisi na druhu potraviny i vitaminu a je ovlivnén i metodou
jejich zpracovani. V potravinach se vitaminy nachazi volné i ve vazané formé. Obvykle jsou
vazany na sacharidy nebo bilkoviny. DileZitymi zdroji vitaminil jsou v prvni fadé zékladni
potraviny jako mléko a mlé¢né vyrobky, chléb a dalsi ceredlni vyrobky, maso a masné vyrobky,

ovoce a zelenina. Tyto potraviny obvykle zajist'uji potiebny pfijem vitamini v organismu [3].
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3 Vitami C

vvvvvv

tohoto exogenniho vitaminu je ovoce a zelenina. Mad’arsky védec Albert Szent-Gyorgyi ho
popsal koncem dvacatych let minulého stoleni [6]. V lidském organismu v obecném pojeti plni

dva tkoly. Stabilizuje psychiku a imunitu [8].

3.1 Struktura a nazvoslovi

Kyselina askorbova je zékladni biologicky aktivni slouceninou vitaminu C. Tato
kyselina ma ¢&tyfi stereoisomery. Aktivitu vitaminu C ma kyselina L-askorbova (Obrazek 1).
Ostatni izomery, mezi které patii kyselina p-askorbova (Obrazek 2), druhy par enantiomert
(slouceniny se stejnym sumarnim vzorcem, které jsou zrcadlové obraceny) L-isoaskorbova
kyselina (Obrazek 3) a p-isoaskorbova kyselina (Obrazek 4) nevykazuji biologickou aktivitu.
Aktivitu vitaminu C vykazuje také kyselina L-dehydroaskorbova (Obrazek 5) [3].

CH,OH o
=
H——OH —
HO
0 B OH
—0 H OH
HO OH CH,OH
Obrazek 1 — L-askorbova kyselina Obrazek 2 — p-askorbova kyselina
O CH,OH
HO H HO H
HO H o
—
CH,OH hoo OH
Obrazek 3 — L-isoaskorbova Obriazek 4 — p-isoaskorbova
CH,OH
H OH
o
=
2

Obrazek 5 — L-dehydroaskorbova kyselina
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3.2 Biochemie

Kyselinu askorbovou jsou schopny syntetizovat v§echny zelené rostliny. Tyto rostliny
svoji energetickou potiebu pokryvaji fotosyntézou. Schopnost syntetizovat AA U zivocichtl
chybi u vétsiny ryb, hmyzu, bezobratlych a nékterych druhti ptaka a saveu [3]. Tito Zivocichové
postradaji enzym L-gulonolaktonoxidasu [4]. Vitamin C plni funkci vitaminu pouze
u vybranych savci jako je ¢lovék, morcata, primati a netopyii. V ptipadé netopyrt se jedna

pouze o druhy, které se zivi ovocem.

Funkce kyseliny askorbové souvisi hlavné s jejimi redoxnimi vlastnostmi [3]. Ugastni
se predevsim pienosu elektrond. Podili se také na hydroxylacnich reakcich, které probihaji
v organismu u zivocichli, na biosyntéze prostaglandini nebo mukopolysacharidt, absorbci
iontovych forem Zeleza a jeho transportu. Déle stimuluje transport chloridovych a sodnych

iontd. Nachazi uplatnéni v metabolismu drog a cholesterolu.

S antioxida¢nimi vlastnostmi vitaminu C souviseji dilezité reakce s aktivni formou
kysliku, respektive s volnymi radikaly areakce soxidovanymi formami vitaminu E

zabezpecujici ochranu lipidi membran a vitaminu E pfed oxidaci [7].

3.3 Fyziologie a vyziva

Doporuceny denni ptijem byl diive 30 mg, u téhotnych zen 60 mg, u mladistvych 50
mg. Dnes se doporucena denni ddvka pohybuje v rozmezi 60-200 mg. Denni davka se zvysSuje
az na 400-1000 mg v ptipad¢, ze u cloveka dochazi k rekonvalescenci. Déle je zvySeny piijem

potiebny napiiklad pti respiratnich onemocnéni atd.

Potteba vitaminu C je vyhradné kryta vitaminy z potravy, predevsim zeleninou (30-

40 %), ovocem (30-35 %), brambory (20-30 %) a mén¢ pak mlékem (necelych 10 %) [3].

Mezi ptiznaky hypovitamindzy patii naptiklad nateklé a krvacejici dasné, které snadno
tvoti paradentdzni kapsy, nékteré projevy starnuti (vrasky, ztrata pruznosti kiize, kiehkost kosti,
vypadavani vlasu a zubi). V disledku nedostatku vitaminu C muze vzniknout napiiklad
chudokrevnost, Sedy zakal, zvySuje se nachylnost k nachlazeni a infekcim, dochazi ke
Spatnému hojeni ran, k poruchdm spanku, depresivnim naladdm a mtze dochazet k zhorSeni
psychického stavu [8]. Akutni avitamindza zpusobuje napiiklad nemoc zvanou skorbut neboli

kurdéje.

Mezi antivitaminy C  patii oxidoreduktasy (napiiklad askorbatoxidasa,

askorbatperoxidasa aj.), které se uplatiuji v metabolismu vitaminu C rostlin a zivocicha [3].
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3.4 Vyuziti

Diky svym vlastnostem (antioxidant, vitamin) ma vitamin C Siroké vyuziti jako
potravinaiské aditivum hlavné v technologii masa atukd, v konzervarenské a kvasné
technologii a v cerealni technologii. Dale se jako antioxidant (naptiklad ve vodé rozpustna sul
askorbové kyseliny, nitrium-askorbat) pouziva K inhibici nitrosaminti v masnych vyrobcich,

naklddaném mase nebo pii vyrob¢ Sunky.

V ovoci azeleniné nachazi rovnéz vyuziti. K ovocnym dzusim, mrazirensky
skladovanému, a konzervovanému ovoci je kyselina askorbové pfidavana pro jeji antioxidacni
ucinky, kdy slouzi k prevenci nezddoucich zmén aroma béhem zpracovani a skladovani.
V pomérné nizkych koncentracich slouzi jako inhibitor rekci spojenych s enzymovym

hnédnutim, a to pii suseni, loupani a krajeni ovoce a zeleniny [3]

3.5 Vyskyt
V potravindch zivocisného pivodu jsou vyznamnym zdrojem vitaminu C pouze jatra.

Ostatni potraviny (vejce, mléko a maso) maji jako zdroj vitaminu zanedbatelny vyznam.

V potravindch rostlinného ptivodu se obvykle 90-95 % vitaminu vyskytuje ve formé
askorbové¢ kyseliny, zbytek ve formé dehydroaskorbové kyseliny. Nejvyssi obsah vitaminu C
ma Cerstva zelenina a Cerstvé ovoce. Mezi jednotlivymi druhy jsou ovSem velké rozdily obsahu
vitaminu C. Ten zavisi na vegetacnich podminkach béhem rlstu, zpiisobu poskliziiového
zpracovani, stupni zralosti a dalsich faktorech. Nékteré potraviny s vysokym obsahem vitaminu
C (Sipky, Cerny rybiz, kaderava petrzel) zpravidla nepiedstavuji velky vyznam pro doplnéni
vitaminu, nebot” se konzumuji pouze pfilezitostné¢ nebo v malé¢ mife. VEtsi vyznam maji
potraviny s primérnym obsahem vitaminu C (napf. brambory), které se mohou konzumovat

pravidelné a ve vétsim mnozstvi [3].

Obsah vitaminu C ve vybranych potravinach Zivocisného i rostlinného puvodu je
uveden v Tabulka 2. V této tabulce je rovnéz jeden ptiklad obsahu tohoto vitaminu v potraving,

ve které se kyselina askorbova pouziva jako aditivni latka.
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Tabulka 2 - Obsah vitaminu C v nékterych potravinach [3]

Potravina mg.kg? (nebo mg.dm3) Potravina mg.kg? (nebo mg.dm)
Vv jedlém podilu V jedlém podilu
maso 10-20 mrkev 50-100
Sunka* 300-500 petrzel kadetava 1500-2700
vnitfnosti 50-340 pazitka 430
mléko 5-20 por 150-300
jablka 15-50 cibule 90-100
hrusky 20-40 cesnek 150-160
Svestky 25-45 kfen 450-120
broskve 70-100 zeli 170-700
visn¢, tfeSné 60-300 kapusta hlavkova 700-1400
angrest 330-480 kapusta razickova 1000-1030
rybiz ¢erny 1100-3000 brokolice 1010-1130
hroznové vino 20-50 kvétak 47-1610
jahody 400-700 kedluben 280-700
bortavky 90 salat hlavkovy 60-300
melouny 130-590 Spenat 350-840
pomerance 300-600 rajCata 80-380
citrony 300-640 lilek 80
grapefruit 240-700 paprika 620-3000
ananas 150-250 okurka 65-110
banany 90-320 chrest 150-400
Kiwi 700-1270 hrasek 80-1410
mango 100-350 fazolové lusky 90-300
papéja 620-980 fepa salatova 65
Sipky 2500-10000 brambory 80-400

* Askorbova kyselina se pouziva jako aditivni latka

3.6 Reakce

Kyselina askorbova se u€astni mnoha reakci, mezi nejvyznamnéjsi patii jeji oxidace na

kyselinu dehydroaskorbovou. Také mize reagovat napiiklad S volnymi radikaly, s dusitany,
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s bilkovinami atd. Kyselina dehydroaskorbova muze podléhat napiiklad hydrolyze a ve

vodnych roztocich je ptitomna ve formé hydratovaného bicyklického monomeru (Obrazek 6).

CH,OH H, OH
H OH HOI 1—| 0
o H_O L7 w0
= —_— - . . ~OH
o b 0" OH OH

L-dehvydroaskorbova kyselina hicyklicky hydrat

Obrazek 6 — Vznik hydratu L-dehydroaskorbové kyseliny

3.6.1 Oxidace

K oxidaci dochézi pisobenim oxidacnich Cinidel jako je naptiklad peroxid vodiku nebo
vzdusny kyslik. Tato reakce muze byt rovnéz katalyzovdna plsobenim enzymil (tzv.
oxidoreduktas). Oxidace kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou (Obrazek 7)
muZe probihat n¢kolika rliznymi mechanismy a jednéa se 0 vratnou reakci, DHAA miiZe byt

pomoci vhodnych €inidel (cystein, hydrochinon) zpét redukovéna na kyselinu askorbovou.

Autooxidaci vzdusSnym kyslikem, ktera je pfi¢inou ztrat v potravinach béhem
zpracovani, vznika kyselina $tavelova a 1,4-lakton L-threonové kyseliny a jako meziprodukty
vystupuji hydroperoxidy kyseliny askorbové (Obrazek 8). Reakce je zavisla na pH prostiedi.
Nejrychleji probiha v alkalickém prostiedi a nejpomaleji pak v prostiedi kyselém [3].

CH,OH CH, OH
H OH H OH
-2H 0
+2H P
HO®  OH o 0
L- askorbova kyselina L-dehydroaskorbova kyselina

Obrazek 7 — Oxidace L-askorbové kyseliny na kyselinu L-dehydroaskorbovou
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CH,0H CH,OH

H OH H OH HO H O
0 Q, 0 = —0
—0 — = =0 —= oy —=
— 07 OH OH
COOH
HO OH OH OH
L-askorbova kyseling tydropenyaskorhova kyseling

HO,  PH
A i@
\\D
COoH L-threono-1 4-lakton

alaly
kyselina stavelova

Obrazek 8 — Oxidace kyseliny L-askorbové singletovym kyslikem

3.6.2 Hydrolyza kyseliny dehydroaskorbové
Obecné¢ je tato reakce katalyzovana a probihd rychleji v alkalickém prostiedi.
Hydrolyzou této kyseliny vznika 2,3-dioxogulonova kyselina, ktera je biologicky neaktivni [3].

Ta se mize dale §tépit na kyseliny L-threonovou a stavelovou (Obrazek 9).

?DDH
CH,OH t=0
" on i COOH (':DOH
0 H,0 H—C—0CH H—C—0OH
=0 — ! - ' Ho—C—H
- HO—C—H COOH |
o 0 So0n CH,OH

L-dehydroaskorbowa kyselina 2 3-dioxo-L-gulonova kyselina  kyselina Stavelova  L-threonova kyselina

Obrazek 9 — Hydrolyza kyseliny L-dehydroaskorbové

3.7 Zmény a ztraty
Vitamin C patii mezi nejméné stalé¢ vitaminy a je velmi labilni. V zdvislosti na pH
prostfedi dochazi principialné ke dvéma zpisobim Stépeni. V kyselém a neutralnim prostiedi

se tvori derivaty furanu a v alkalickém vznikaji predevsim kyseliny a soli [7].

Ke ztratdim dochazi piedev§im pii skladovani apifi primyslovych a kulindrnich

Upravach. K nejvétsim ztratdm dochdzi konkrétné vyluhem a oxidaci. Za nepfitomnosti

27



vzdusného kysliku ztraty zptisobuje degradace, kterd je katalyzovéna kyselinami. Celkové

ztraty se obvykle pohybuji v rozmezi 20 az 80 %.

V ovoci a zelening jsou ztraty askorbové kyseliny ¢asto zptisobeny vyluhem. Vznikaji
pfi blansirovani (pfedvaieni), myti, konzervovani a vareni ovoce a zeleniny. K vyznamnému
ubytku dochazi také loupanim plodt, béhem kterého jsou odstranovany povrchové vrstvy
bohaté na vitamin. Naptiklad u kompotii nejvétsi ztraty vznikaji béhem skladovani. Tyto ztraty
zavisi na teploté a dob¢ skladovani. Pohybuji se mezi 10-50 %. Ztraty mohou byt zpisobeny
rovnéZ mléénym kvaSenim zeleniny (napftiklad kysané zeli obsahuje 50 % vitaminu C oproti

cerstvému zeli).

Rozsah a povaha ztrat zavisi na nékolika faktorech, jako je teplota, mnozstvi vody, pH,
velikost povrchu materialu, zralost atd. Vyssi stabilitu béhem zpracovani ma ovoce, které ma
niz8i pH nez zelenina. Nejvyssi stabilitu méa vitamin C pii mrazirenském skladovani
a zmrazovani ovoce a zeleniny (k minimalnim ztratim dochazi pii teplotach -18° C. Naopak
béhem rozmrazovani mize dochdzet ke zna¢nym ztratam (30-50 %). Ztraty vitaminu C, které
vznikaji pfi zpracovani ovoce a zeleniny lze zmirnit blansirovadnim, to inaktivuje enzymy, které

kyselinu askorbovou oxiduji [3].
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4 Stanoveni vitaminu C

Ke kvantitativni analyze vitaminu C je mozné pouzit nékolik metod. Vyuzit se daji
spektralni techniky jako je napiiklad UV/VIS spektrometrie, inespektralni metody jako

chromatografie, elektroforéza, elektrochemické metody atd.

4.1 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody vyuzivaji pfeménu chemické energie na elektrickou a naopak.
Principem téchto metod je analyza latek pomoci elektrického proudu v elektrochemickém
¢lanku. Méfi se elektricky signal generovany elektrochemickou reakci. Proces spojeny s témito

reakcemi se nazyva elektrolyza.

Elektrochemicky ¢lanek je slozeny minimalné ze dvou elektrod. Jedna z elektrod ma
funkci anody, druha elektroda ma funkci katody. Elektrody vykazuji specificky potencial a jsou
ponoieny ve vodivém roztoku (elektrolytu), ktery umoziuje vyménu elektroni mezi
elektrodami. Probihajici rekce v ¢lanku mize mit bud’ anodicko-katodicky nebo katodicko-

anodicky prubéh.

Standardnim uspotadani tohoto ¢lanku je dvouelektrodové zapojeni skladajici se
Z pracovni (indikacni) elektrody s proménlivym potencidlem v Case. Druha elektroda se
nazyva referentni (srovnavaci) a ma konstantni potencial. Muze byt pouzito i tfielektrodové
zapojeni. To obsahuje navic pomocnou elektrodu, ktera chrani referentni elektrodu pired

eventualnim priachodem proudu 0 v¢étsi intenzité [9].

4.1.1 Voltametrie
Principem této metody je vnéjsi aplikované napéti, které se méni v Case. Informace
o studované latce se ziskavaji méfenim generovaného proudu v zavislosti na vlozeném

potencidlu. Méfeny proud je umérny koncentraci latky.
Mezi mozné modifikace patfi naptiklad cyklicka voltametrie, diferenéné pulsni

voltametrie atd. [9].

Dalsi specifickou modifikaci je stripping voltametrie. Ta se sklada z prekoncentra¢niho
(nahromad’ovaciho) kroku, doby klidu arozpoustéciho neboli stripping kroku. Diky
prekoncentraénimu kroku se rozSifuje rozsah aplikaci 0 stanoveni stopovych koncentraci

Vv rozsahu pg/l nebo ng/l. [10].
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4.1.1.1 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v ovocnych $taviach pomoci voltametrie
provedené s vyuZzitim platinové a uhlikové pastové elektrody
Diferen¢né pulsni voltametrii byl stanoven obsah kyseliny askorbové v pomerancové,
grapefruitové a citronové staveé. Navic byla zkouména procentudlni vytéznost vitaminu C po
pridani standardniho roztoku kyseliny askorbové do vzorku. Tato metoda byla porovnana

s vysledky cyklické voltametrie.

Zapojeni bylo ttielektrodové, Vv jednom piipadé byla pracovni elektrodou uhlikova
pastova elektroda a v tom druhém byla pouzita platinova elektroda. Referentni elektroda byla

nasycena kalomelova elektroda (SKE) a pomocnou elektrodu tvofil platinovy dratek.

Objem analyzovaného vzorku byl 50 ml. VSechna méteni byla provedena pii teploté
295,5 Ks pouzitim roztoku KCI o koncentraci 0,10 mol/l jako elektrolytu. Pfed kazdym
stanovenim byla pracovni platinova elektroda mechanicky vy¢isténa plisobenim potencialniho

pulsu o intenzité -1,5 V po dobu 3 sekund. Snimany potencial byl v rozsahu -100 az 1000 mV.

Zasobni roztok kyseliny askorbové o vysledné koncentraci 0,10 mol/l byl pfipravovan

denné rozpusténim vitaminu C v roztoku 0,10 mol/l KCI.

Z ovoce byla odstfedéna $tava. Do tohoto nefedéného ¢irého roztoku vzorku byl piidan
pevny KCI, pro ziskani vysledné koncentrace 0,10 mol/l KCI. Pro stanoveni vytéznosti
vitaminu C pfidaného do analyzovanych vzorka §tav byl do 50 ml vzorku ptidan 1 ml roztoku

kyseliny askorbové o koncentraci 0,10 mol/I.

Stanovena byla relativni smérodatna odchylka, ktera ¢inila u platinové elektrody
2,09 %. U uhlikové pastové elektrody méla hodnotu 2,35 %. VytéZnost se pohybovala
Vv rozmezi 94,74-104,97 %. Pti pouziti platinové elektrody byla mez detekce 0,087 mmol/l
a mez stanovitelnosti byla 0,29 mmol/l. U uhlikové pastové elektrody bylo dosazeno nizsich
hodnot pro mez detekce (0,02 mmol/l) a stanovitelnosti (0,068 mmol/l) nez pti pouziti platinové
elektrody. Vysledky stanoveni kyseliny askorbové pomoci diferenéné pulsni voltametrie
vyuzivajici platinovou elektrodu (Tabulka 3) a uhlikovou pastovou elektrodu (Tabulka 4)

byly porovnany s vysledky ziskanymi cyklickou voltametrii a dobie se shodovaly

Ukézalo se, ze diferen¢né pulsni voltametrie je technika charakterizovana citlivosti,
rychlosti areprodukovatelnosti. Lze ji sdobrymi vysledky aplikovat pii kontrole kvality
potravin [11].
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Tabulka 3 — Vysledky stanoveni AA diferen¢né pulsni voltametrii s platinovou elektrodou [11]

Testovany vzorek Obsah AA Obsah AA po pridavku (25  VytéZnost %
mg/100 ml §tavy mg AA/100 ml §tavy)
mg/100 ml §t’avy
pomeran¢ 41,24 76,06 103,24
grapefruit 39,82 74,54 102,87
citron 52,15 85,19 98,72

Tabulka 4 — Vysledky stanoveni AA diferen¢né pulsni voltametrii s uhlikovou pastovou
elektrodou [11]

Testovany vzorek Obsah AA Obsah AA po pridavku (25  VytéZnost %
mg/100 ml §tavy mg AA/100 ml §t’avy)
mg/100 ml St’avy

pomeran¢ 40,68 75,64 103,62
grapefruit 39,05 74,50 104,96
citron 54,74 87,15 97,04

4.1.1.2 Stanoveni Kkyseliny askorbové Vv ovoci azeleniné stripping voltametrii na
elektrodé ze skelného uhliku

Tato metoda je zalozena na detekci feroinu, ktery vznika pii rekci kyseliny askorbové

se smési Zeleza (ve form& Fe®" iontl) a1,10-fenantrolinu. Vznikly feroin je béhem

prekoncentracniho kroku adsorbovan na pracovni elektrodé. Nasleduje rozpoustéci krok,

béhem kterého je feroin prevadén zpét do roztoku a je voltametricky detekovan, a to konkrétné

s vyuzitim cyklické voltametrie v katodickém rezimu. Metoda byla UspéSné pouZzita pro

stanoveni kyseliny askorbové v ovocnych a zeleninovych stavach.

Instrumentdlni vybaveni tvofil polarograf. Byla pouzita tfielektrodova soustava
s pracovni elektrodou ze skelného uhliku, jako referentni elektroda byla pouZzita nasycena

kalomelova elektroda a jako pomocna platinova elektroda (platinovy dratek).

Vzorky byly stabilizovany acidifikaci 10% kyselinou octovou, aby se zabranilo ztratam

AA. Standardni roztok kyseliny askorbové 0 koncentraci 100 pg/ml byl pfipravovan denné.
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Pouzity roztok 1,10-fenantrolinu mél koncentraci 7,6 x 10 mol/l. Roztok Zeleza (Fe*")
mél koncentraci 100 pg/ml a byl ptipraven rozpusténim 0,08634 g NH4Fe(SO4)2x 12 H20 ve 2
ml 1 mol/l kyselin¢ dusi¢né. Nasledné byl tento roztok ziedén destilovanou vodou na objem
100 ml. Vysledna koncentrace zeleza (Fe**) byla 1,8 x 10 mol/I. Byl také pfipraven pufrovany
roztok o slozeni 0,14 mol/l kyseliny octové a 0,08 mol/l octanu sodného. Ve vSech pripadech

byla pouzita destilovana voda.

Vlastni stanoveni probihalo v roztoku obsahujici standardni roztok kyseliny askorbové,
2,0 ml 1,8 x 103 mol/l zeleza (Fe*"), 3,0 ml 7,6 x 10~ mol/l roztoku 1,10-fenantrolinu. Nasledné

byl roztok zifedén na objem 50 ml pufrovanym roztokem na vysledné pH 4,5.

Prekoncentracni krok probihal za intenzivniho michani po dobu 30 s. Nasledovala doba
Klidu vjiz nemichaném roztoku, trvala rovnéz 30 s. Béhem stripping kroku byla
zaznamenavana kiivka odezvy proudu na vloZzeném napéti 0 potencialu v rozmezi od 1,2 do 0,3
Vvs. SKE. Byl ziskan dobie definovany vrchol piku s maximalni hodnotou proudu
odpovidajici hodnoté potencialu 0,87 V. Po kazdém stanoveni bylo nutné vylestit povrch
pracovni elektrody, oplachnou ji destilovanou vodou a ususit filtraénim papirem. Tento postup

je nezbytny pro uspés$nou stripping analyzu.

Za ucelem zhodnoceni platnosti navrhované metody stanoveni kyseliny askorbové
(Tabulka 5) v pomerancové §tavé byly provedeny studie vytéznosti vzorkd, ke kterym bylo

piidano znamé mnozstvi kyseliny askorbové. Hodnoty vytéznosti byly 102-105 % [12].

Tabulka 5 — Stanoveni kyseliny askorbové Vv pomerancové a zeleninové $tavé pomoci

stripping voltrametrie [12]

Testovany vzorek Obsah kyseliny askorbové mg/g
pomeranc 1 425+ 0,51
pomeranc 2 43,3+ 0,48
pomeranc 3 46,1 + 0,39
rajce 42,0+ 043
¢esnek 18,1 +£0,53
zelena paprika 23,3+ 0,46
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4.1.2 Polarografie
Principialné je polarografie totozna s voltametrii. Hlavnim rozdilem je pouZita pracovni

elektroda. V polarografii tato indikaéni elektroda méni sviij povrch béhem stanoveni.

4.1.2.1 Stanoveni kyseliny askorbové v ovoci a zeleniné za pouziti polarografie

Pro analyzu vzorkli rajéat a pomerancii byla pouzita polarografie. Jako vhodny
podptrny elektrolyt byl pouzit citratovy pufr, protoze se jiz vyskytoval ve vzorcich a odolaval
zméné pH po pfidani ovocného extraktu. Jako pracovni elektroda byla pouzita kapajici rtutova

elektroda a jako referentni nasycena kalomelova elektroda.

Pro ptipravu vSech roztoki a ve vSech ostatnich fazich analyzy byla pouzita trojndsobné
destilovana voda. Standardni roztok kyseliny askorbové 0 koncentraci 5 mg/ml byl pfipravovan
denné rozpusSténim 250 mg kyseliny askorbové v 50 ml vody. Citratovy pufr o0 piivodni
koncentraci 0,5 mol/l byl upraven 4-5 kapkami 0,5 mol/l KOH na vyslednou hodnotu pH 4,5,
za pouziti pH-metru. Tento roztok byl stabilni po dobu 2 tydnd.

Tento pufr s konkrétni hodnotou pH byl pouzit proto, Ze pii pH 4,5 bylo dosazeno
maximalni citlivosti (citlivost byla zkoumana v intervalu pH 2,6-6,0). Pii hodnotach pH vyssich
nez 4,5 zacala byt kyselina askorbova nestabilni. Pfi niz§ich hodnotach pH byla polarograficka

vlna pftili§ strma na to, aby se dal zméftit anodicky proud.

Navazené vzorky, 5 kust od kazdého, bylo mixovano v mixéru s 50 ml 0,2% kyseliny
Stavelové po dobu asi 2-3 minut. Extrakt byl piefiltrovan pfes bavinénou gazu a byl zméten

objem filtratu.

V polarografické cele bylo nejprve odvzdusnéno (po dobu 10 minut) 5 ml citratového
pufru a byl unéj zméfen tzv. zbytkovy proud. Nasledné byl piidan znamy objem extraktu
vzorku (1-5 ml). Po odvzdusnéni tohoto roztoku byl zméfen difuzni proud. Poté bylo jesté
ptidano 0,1 ml standardniho roztoku (0 koncentraci 5 mg/ml) a byl zaznamenan druhy diftzni
proud. Obsah kyseliny askorbové v extraktu byl ziskan metodou standardniho piidavku.

U kazdého vzorku byl cely postup méfeni opakovan tiikrat.

Na zaklad€é experimentli bylo zjiSténo nejnizs§i detekovatelné mnoZzstvi kyseliny
askorbové, které odpovidalo koncentraci 25 pg/ml (1,42 x 10 mol/l). Mnozstvi kyseliny
askorbové v rajcatech a pomerancich bylo uvedeno v mg/100 ml §tavy vzorku (Tabulka 6).
Celkova vytéznost byla 102 + 0,9 %. Varia¢ni koeficient byl u rajcatovych vytazku 3,4-8,2 %

a U pomerancovych extrakti ¢inil 4,0-7,5 % [13].
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Tabulka 6 — Vysledny obsah AA Vv raj¢atech a pomerancich stanoveny polarograficky [13]

Vzorek Kyselina askorbova mg/100 ml
rajce 1 17,8+ 1,5
rajce 2 13,5+0,8
rajce 3 23,0£2,5
rajce 4 174 +22
rajce 5 21,0+ 1,3
pomeran¢ 1 39,1+3,8
pomerang 2 69,0 £4,6
pomeranc 3 48,6 + 6,0
pomeranc 4 52,6 £ 6,6
pomeranc¢ 5 53,5+4,5

4.1.3 Coulometrie
Tato metoda je zaloZena na principu elektrolyzy a slouzi ke kvantitativnimu stanoveni

latky pomoci méteni velikosti pro§lého naboje elektrodou [9].

4.1.3.1 Coulometrické stanoveni vitaminu C  spouzitim dithiothreitholu,
N-ethylmaleimidu a askorbatoxidazy

Byla pouzita coulometrickd metoda s konstantnim potencialem pro stanoveni vitaminu

C ve vzorcich ovocnych $t'av citronu, grapefruitu a pomeranc¢t. Tato metoda pouzivala jako

reduk¢ni ¢inidlo dithiothreithol. Obsah vitaminu C v ovocnych §tavach ziskany timto méfenim

byl porovnan s vysledky ziskanymi spektrofotometricky.

Kyselina dehydroaskorbova byla redukovana na AA pomoci dithiothreoninu. Redukce
probihala pii pH 7,0, pfi pokojové teploté a po dobu nckolika minut. Po jejim skonceni byl
ptebyteény dithiothreonin preveden na elektoinaktivni slou¢eninu ptidanim N-ethylmalelmidu.

Tato smés byla poté kompletné elektrooxidovana. Byl zméfen celkovy naboj Qs.

Dale byl do tohoto roztoku pfidan enzym askorbatoxidaza. Elektroaktivni kyselina
askorbova byla zoxidovéana na elektroinaktivni kyselinu dehydroaskorbovou. Poté byl zméten
celkovy naboj Qo pro roztok obsahujici enzym. Naboj Qp byl zméten i pro roztok bez enzymu.

Byla pouzita uhlikova pracovni elektroda s poréznim povrchem a jako elektrolyt byl

pouzit hexakyanozelezitan draselny o pH 7,5.
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Standardni roztok kyseliny dehydroaskorbové byl pfipraven rozpusténim ¢isté kyseliny
askorbové ve vodé o teplot¢ 4°C. Pro ptipravu standardniho roztoku dithiothreitholu byl
alikvotni podil kyseliny dehydroaskorbové pii teplot¢ 4 °C ptimo rozpustén Vv pufru
dithiothreitholu (pH 7.0). DHA A byla béhem rozpousténi zredukovana na kyselinu askorbovou.

Vzorky ovoce byly nejprve vymackany. Dale bylo 10 ml takto vymackané §tavy
odsttedéno pti 2500 otackach za minutu po dobu 10 minut. Roztok byl filtrovan pies
membranovy filtr. Nakonec bylo 5 ml tohoto filtrovaného roztoku 8krat nebo 20krat zfedéno
fosfat-citratovym pufrovanym roztokem. Fosfatovy pufr mél koncentraci 0,2 mol/l a citratovy

pufr mél koncentraci 0,1 mol/l.

Pro stanoveni kyseliny L-askorbové bylo 0,01 ml roztoku vzorku aplikovano na porézni
povrch pracovni elektrody. Do roztoki vzorkd, ve kterych se provadélo méfeni za piitomnosti

askorbatoxidazy, byl ptidan 1 mg tohoto enzymu. Byl zméten celkovy naboj.

Pro stanoveni celkového vitaminu C byl do roztoku postupné ptidan 1,5 x 108 mol/l
dithiothreithol a 2,0 x 10" mol/l N-ethylmaleimid. Byl ziskan rozdil celkovych naboji tohoto

roztoku obsahujici askorbatoxidazou a roztoku bez askorbatoxidazy.

Meéieni ziedénych roztokl kyseliny askorbové a celkového vitaminu C pro kazdy
vzorek bylo dokonéeno za méné nez 10 minut a sou¢asna metoda ma tedy vyhodu v rychlosti.
Proto Ize tuto metodu stanoveni vitaminu C pouzit i pro dalsi druhy vzorkl, napiiklad pro
napoje. Vysledky ziskané coulometricky (Tabulka 7) se dobie shodovaly s vysledky ziskanymi
spektrofotometricky [14].

Tabulka 7 — Vysledny obsah AA a DHAA stanoveny coulometricky [14]

Testovany vzorek Obsah AA mg/100 g Obsah DHAA mg/100 g
citron* 38,1 8,7
grapefruit* 35,6 1,6
pomeran¢ 1° 456 0,9
pomeranc¢ 2* 39,8 5,2

*vzorky zfedéné 20krat; * vzorek zfedény 8krat

4.1.4 Amperometrie
Amperometrie patii mezi elektrochemické metody, rekce jsou pohanény vkladanym

konstantnim potencialem. Nasledné se sleduje pribéh vznikajiciho proudu na case. [15].
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4.1.41 Modifikovana uhlikova pastova elektroda s inkluzivnim komplexem f-
cyklodextrin-ferrocenem pro amperometrické stanoveni kyseliny askorbové

Pro tvorbu uhlikové pasty byl pouzit inkluzivni komplex ferrocenu s B-cyklodextrinem

(dale jen komplex), ktery byl syntetizovan v ethylenglykolu. Jako pojivo elektrody byl pouzit

pevny parafin. Pouziti inkluzivniho komplexu jako elektroaktivni latky vyrazné zvysilo

stabilitu a reprodukovatelnost.

Elektroda byla pfipravena dikladnym ru¢nim smichanim 0,213 g komplexu a 0,787 g
grafitového prasku. Poté byla tato smés uhlikové pasty a 0,20 g parafinu vlozena do kadinky
0 objemu 10 ml a zahtivana, dokud se parafin GpIn¢ nerozpustil. Po promichani byla smés
aplikovana do sklenéné trubiCky a pevné pfimacknuta. Optimalni pomér téchto tii pouzitych
materiala byl 17,75 % komplexu, 65,58 % grafitového prasku a 16,67 % parafinu. Zivotnost

takto pfipravené elektrody muize byt delsi nez 1 rok.

V této studii byl pouzit ttielektrodovy systém obsahujici laboratorné vyrobenou
pracovni uhlikovou pastovou elektrodu, pomocnou elektrodu z platinového dratu a nasycenou
kalomelovou referentni elektrodu. Elektrody byly ponofeny do 10 ml pufrovaného roztoku
obsahujiciho 0,02 mol/l NH4CI, 0,08 mol/l NH3 a rizné koncentrace AA. Potencial elektrody

byl pfi michani udrzovan na +0,20 V.

VsSechny pouzité roztoky byly pied experimentem odvzduSnény probublavanim

dusikem po dobu 5 minut.

Zasobni roztok AA byl pfipravovan denné a uchovavan v chladu. Kyselina askorbova

byla elektrokatalyticky oxidovana na pracovni elektrodé v pufru NHz—NH4CI.

Vzorky stavy byly méfeny amperometricky za konstantniho potencialu. Navrhovana
metoda byla usp&$né pouzita pro piimé stanoveni AA Vv ovocnych stavach (Tabulka 8). Mez
detekce AA byla 1,0 x10~" mol/I [16].

Tabulka 8 — Vysledny obsah AA stanoveny amperometricky [16]

Testovany vzorek Obsah AA ve vzorku Relativni smérodatna
mg/100 g odchylka %

100% jable¢ny dzus 6,10 0,47

100% hruskovy dzus 10,81 1,53
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4.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Chromatografie je separacni analytickd metoda, kterd se pouziva ke kvalifikaci,

kvantifikaci jednotlivych latek.

Principem je rozdélovani slozek vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi uvnitt kolony.
K rozdélovani dochazi na zakladé rozdilné afinity k obéma fazim. Jednotlivé slozky jsou poté

na konci kolony analyzovany pomoci vhodného detektoru, ktery vygeneruje métitelny signal.

Vyslednym zaznamem je chromatogram. Chromatogram je tvofen z fady pikd. Poloha

piku tedy slouzi k identifikaci slozek a plocha piku k urceni jejich koncentrace [17] [18].

Chromatografické pfistroje se nazyvaji chromatografy ajsou vybaveny davkovacim

systémem, kolonou a detektorem.

U kapalinové chromatografie je mobilni faze kapalna a obvykle se sklada z jednoho

rozpoustédla nebo ze smési rozpoustédel. Stacionarni faize mize byt kapalna €1 pevna.

Pro vykonngj$i separaci je mozno pouzit vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

(HPLC), ktera pracuje za vyssich tlakti nez LC [17].

Mezi nejCastéji pouzivané detektory v kapalinové chromatografie patii ultrafialova
a viditelna spektrometrie a hmotnostni spektrometric. Lze pouzit itandemova hmotnostni
spektrometrie. Nejbéznéji pouzivanym typem tandemového hmotnostniho spektrometru je

trojity kvadrupol [19].

4.2.1 Kapalinova chromatografie pro stanoveni askorbové a dehydroaskorbové
kyseliny v ovoci a zeleniné
Tato metoda byla pouzita pro stanoveni celkového vitaminu C, tedy pro stanoveni

kyseliny askorbové a kyseliny dehydroaskorbové v ovoci a zeleningé. K detekci byl pouzit
UV/VIS detektor.

Pfimé stanoveni DHAA pomoci HPLC za pouziti b&znych detektort je sloZzité
a problematické. Z tohoto divodu se DHAA stanovuje jako rozdil mezi celkovym obsahem AA
po redukci DHAA a obsahem AA Vv pivodnim vzorku. V tomto ptipadé tomu nebylo jinak
a k redukci DHAA byl pouzit dithiothreitol (DTT).

Vzorky byly rozdéleny na malé kousky. Byly zfedény deionizovanou vodou,
zhomogenizovany pomoci homogenizatoru a dvakrat prefiltrovany. Tento Ciry roztok byl

rozdelen na dve Casti. Jedna ¢ast byla pouzita na piimé stanoveni obsahu AA. Do druhé ¢asti
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bylo pfidano redukéni ¢inidlo DTT v poméru 1:1. Takto upraveny roztok vzorku byl na 90-120
minut umistén do tmy. Po pfevedeni vesker¢ DHAA na AA byl i v této ¢asti stanoven obsah

AA.

Byl pouzit kapalinovy chromatograf vybaveny davkovacem s 10 pl vzorkovaci
smyckou, piedkolonkou o rozmérech 10 x 4 mm obsahujici ¢astice Cis. Nerezova kolona
0 rozmérech 250 x 4 mm byla vyplnénou ¢asticemi Cig 0 velikosti Sum. Kolona pracovala pti
teploté okoli. UV/VIS detektor byl nastaven na 254 nm (specificka detek¢ni vinova délka AA).
Jako mobilni faze byl pouzit vodny roztok 0,2 mol/l KH2POs s pratokem 0,5 ml/min. Hodnot

pH mobilni faze byla upravena pomoci HsPO4 na hodnotu 2,4.

Ptiprava vzorkil byla optimalizovéana tak, aby se spotfebovalo mensi mnozstvi €inidel,
ale aby se dosahlo piijatelného vysledku z hlediska citlivosti, stability a reprodukovatelnosti.
Vzhledem Kk nizké UV senzitivité na DHAA byla piima analyza této molekuly nemozna i pfi
nadlimitnich mnozstvich, zatimco adekvatniho stanoveni celkového vitaminu C bylo mozné
dosédhnout konverzi DHAA na AA sDTT adetekci redukované formy. Vysledky byly

potvrzeny enzymatickou zkouskou.

Mez stanovitelnosti kyseliny askorbové odpovidala koncentraci 0,5 mg/100 g.
Konkrétni vysledky obsahu obou kyselin jsou uvedeny v Tabulka 9. Obsah DHAA byl ziskan

metodou od¢itani [20].
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Tabulka 9 — Obsah AA a DHAA ve vzorcich stanoveny pomoci LC s UV/VIS detektorem [20]

Testovany vzorek Obsah AA mg/100 g Obsah DHAA mg/100 g
citron 53,8 0,9
pomeran¢ 43,5 3,5
grapefruit 33,7 1,2
Kiwi 34,2 6,5
jahoda 29,0 5,4
rajce 7,9 5,4
cervend paprika 1,6 22,5
petrzel méneé nez mez detekce 218,4
mata méné nez mez detekce 50,3
kapusta 55 20,1
éerstva cibule 1,8 4.6
fazole méné nez mez detekce 7,3

4.2.2 Souclasné stanoveni askorbové a dehydroaskorbové kyseliny v zeleniné
aovoci  kapalinovou  chromatografii standemovou  hmotnostni
spektrometrii
Tato analyticka metoda vyuzivajici kapalinovou chromatografii spojenou s tandemovou

hmotnostni spektrometrii S trojitym kvadrupolem byla pouzita pro soucasné stanoveni kyseliny

askorbové akyseliny dehydroaskorbové V paprikach, rajcatech, pomeranci a citronu.

K odliseni AA a DHA byla pouzita metoda od¢itani ajako redukéni c¢inidlo byl pouzit

1,4-dithiotreitol. Byla méfena efektivni hmotnost. lonizace vzorku byla provedena

elektrosprejem (ESI).

Bylo homogenizovano reprezentativni mnozstvi z kazdého vzorku, které odpovidalo
500 g. Ztohoto mnozstvi byly odebrany 3 g (papriky, rajcata) respektive 3 ml (citron,
pomeranc) cCerstvé §tavy. Vzorky byly dale zhomogenizovany s10 ml 0,05% kyseliny
ethylendiamintetraoctové a nasledné byla tato smés odstiedéna. Vyslednd koncentrace AA

a DHAA byla 0,05-200 pg/ml.

Vsechny standardy byly ptipravovany denné maximalné 2 hodiny pted pouzitim a byly
uchovavany Vv lahvickach jantarové barvy. Oddéleni AA a DHAA Dbylo provedeno pomoci
systétmu HPLC sestavajiciho z autosampleru, vzorkovaciho termostatu a binarniho cerpadla.
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Analyticka kolona o rozmérech 250 x 3 mm byla vyplnéna casticemi Cig 0 velikosti a 3 pum.
Vzorek byl udrzovan Vv termostatu pfi teplot¢ 10 °C a Vv koloné pfi teplot¢ 20 °C. Objem
injektovaného vzorku byl 20 pl.

Hmotnostni spektralni analyza byla provedena na trojitém kvadrupolovém hmotnostnim
spektrometru vybaveném rozhranim ESI. V rozmezi efektivni hmotnosti 70-400 byla

zaznamenana piesna hmotnostni spektra jednotlivych vzorkt.

Popsana metoda je velmi jednoducha a vyzaduje jen malou ptipravu vzorku. Celkova
doba analyzy neptesahuje 5 min. Dalsi vyhodou metody je jeji vyborna citlivost, mez detekce
pro AA byla 13 ng/ml a 11 ng/ml pro DHAA a mez stanovitelnosti byla 44 ng/ml pro AA a pro
DHAA 38 ng/ml. Metoda je navic vSestranna a mohla by byt vhodna 1 pro stanoveni u dalSich
druhti ovoce azeleniny. Vysledky stanoveni kyseliny askorbové a dehydroaskorbové ve

vzorcich jsou uvedeny v Tabulka 10[21].

Tabulka 10 — Obsah AA a DHAA stanoveny pomoci LC s hmotnostnim detektorem [21]

Testovany vzorek Obsah AA Obsah DHAA
zelena paprika 977,6 £15,1 pg/g 95,3 +3,1 ng/g
cervend paprika 1292,1 £9,2 ng/g 444+ 24 ng/g
kulaté rajce 89,5+1,9 ng/g 67,2+1,2 ng/g
ovalné rajce 163,4 + 4,1 pg/g 40,9+ 3,2 ng/g
pomeran¢ 4449 £ 7,0 ug/ml 55,0 £ 0,6 pg/ml
citron 329,6 + 5,5 pg/ml 7,1+ 0,6 pg/ml

4.3 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Tato analyticka metoda je v posledni dobé hojné vyuzivana k analyze potravin a jejich
slouenin. CZE nabizi vysokou rychlost analyzy, vysokou ucinnost separace, velkou
rozmanitost aplikaci, sniZenou spotfebu vzorkli arozpoustédel a automatizaci. Pomoci
kapilarni elektroforézy je mozno V riznych potravinach stanovit Siroké spektrum molekul

(napt. aminokyseliny, sacharidy, vitaminy atd.).

Separace analytd se provadi uvnitf kapilary, ktera je naplnéna tzv. separacnim pufrem.

Na rozhrani zaporné nabité stény kapilary a pufrovaného roztoku (tzv. difizni vrstvy) se vytvari
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elektrickd dvojvrstva. Na cely systém ptisobi elektrické pole, jehoz vlivem se kladné naboje
z diftzni zony piesouvaji ke sténé¢ kapilary a strhavaji s sebou ¢astice rozpusténych latek.

Vysledkem je globalni pohyb pufru uvnitt kapilary.

Separované Castice jsou nasledné detekovany na ptislusnych detektorech. Vysledny
zaznam udava zavislost detekce (naptiklad absorbance) na case aje ve formé pikli. Tento

zaznam slouzi ke kvalitativni i kKvantitativni analyze.

Nejcastéji pouzivané detektory jsou UV/VIS, nasledovany napiiklad hmotnostnimi

spektrometry. Tato metoda poskytuje vysokou ucinnost separace [22].

4.3.1 Stanoveni celkového vitaminu C Vv ovoci kapilarni zénovou elektroforézou
Pro rychlé stanoveni kyseliny askorbové a kyseliny dehydroaskorbové v ovoci, v tomto

piipad€¢ v pomerancové §t'ave, je pouzita jednoducha metoda kapilarni zénové elektroforézy.

Celkova kyselina askorbova byla stanovena nejprve redukci kyseliny dehydroaskorbové na

kyselinu askorbovou pomoci pL-homeocysteinu.

Jako separacni pufr byl pouzit fosfatovy pufr o koncentraci 20 mmol/l a pH=7. Napéti
bylo 6 kV, proud mél hodnotu 60 pA. Pouzita kapilara méla rozméry 40 cm x 100 um. Byl
pouzit UV/VIS detektor, ktery byl nastaven na 254 nm. Kapildra byla po kazdém stanoveni

oplachnuta jiz zminénym fosfatovym pufrem.

Pro stanoveni celkového vitaminu C bylo do 15 g Cerstvé vymackané pomerancové
Stavy pridano 5 ml 12,5% kyseliny trichloroctové. Roztok byl odstfedén a prefiltrovan. Ve
filtratu byla nasledné stanovena kyselina askorbova. Roztok vzorku byl poté ziedén
destilovanou vodou tak, aby byla zajisténa odhadovana koncentrace kyseliny askorbové 10-100

ug/ml. Hodnota pH byla upravena na 7,0.

Redukce DHAA byla provedena pfidanim 2,0 ml 0,8% roztoku pL-homocysteinu do
0,5 ml vzorku (minimdlni molarni ptebytek homeocysteinu ku kyseliné¢ dehydroaskorbové byl
40:1). Po 15 minutach, kdy byla veSkera DHAA pievedena na AA, byl vzorek ihned

prefiltrovan a opét v ném probehlo stanoveni kyseliny askorbové.

Byla sestavena kalibra¢ni fada standardi AA 0 koncentracich v rozmezi 5-80 pg/ml.
Standardni roztoky byly pfipraveny smichanim AA s kyselinou ftalovou, ktera byla pouzita

jako vnitini standard. Alikvotni podily kazdého standardu byly analyzovany.
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Byl sestrojen kalibra¢ni graf. Koncentrace kyseliny askorbové v extraktu vzorku byla

vypocitana interpolaci na kalibraénim grafu a pouzitim fedicich faktora.

Vyslednd koncentrace AA byla ve dvou riznych vzorcich pomerancové Stavy

44,7 +1,3a 57,5+ 1,7 mg/100 ml.

Navrhovany postup pouziti CZE pro stanoveni kyseliny askorbové je jednoduchy,

vyzaduje minimalni pfipravu vzorku. Poskytuje rychlé stanoveni celkového vitaminu C [23].

4.4 UVIVIS spektroskopie

Spektroskopie je analytickd metoda slouzici ke kvalifikaci 1 kvantifikaci latek.
Principem je, Zze atomy nebo molekuly vzorku vystaveného ruzné frekvenci
elektromagnetickému zareni, absorbuji energii a vstupuji do excitovaného stavu. Poté se tyto
excitované Castice vraci do piivodniho stavu vyzafovanim spektra elektromagnetického zateni.

Spektra se rozliSuji na absorpcni a emisni a jsou charakteristické pro kazdy atom.

Spektralni rozsah odpovidajici UV/VIS spektroskopii je od 100 nm do 800 nm, ale

vV

nm a 380 nm a viditelné slozky od 380 nm do 750 nm.

Spektroskopie ma tu vyhodu, Ze je nedestruktivni. Tato metoda je velmi rychla a k
analyze vyuziva jen malé mnoZzstvi materialu. Lze ji také pouzit pro k analyze Siroké Skaly latek

s dobrou ptesnosti a citlivosti [17].

441 Jednoducha UV spektrofotometricki metoda pro stanoveni obsahu
vitaminu C v riznych druzich ovoce a zeleniny v oblasti Silétu v Bangladési
Jednoducha UV spektrofotometrie byla pouzita pro stanoveni celkového obsahu

vitaminu C (AA i DHA) v riznych druzich ovoce a zeleniny, které jsou bézné v této oblasti

k dispozici. Tato metoda spociva v oxidaci kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou

bromovou vodou za pfitomnosti kyseliny octové.

Standardni 0,05% roztok kyseliny askorbové byl pfipraven rozpusténim 0,05 g

standardni krystalické kyseliny askorbové ve 100 ml destilované vody.

Roztoky vzorku byly pfipraveny smichanim 10 g vzorku s 50 ml 5% roztokem kyseliny
metafosfore¢né nebo 10% roztokem kyseliny octové. Tato smés byla kvantitativné pfevedena
do 100 ml odmérné barky, byla protiepana a poté doplnéna po rysku 5% roztokem kyseliny

metafosforecné nebo 10% roztokem kyseliny octové.
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Poté byl k roztokim vzorkd pfidan 2,4-dinitrofenylhydrazinem. Reakce probihala pii
teploté 37 °C. Po 3 hodinach byla k roztokam jesté pridana 85% H2SOa4. Vysledkem byl ¢erveny
komplex.

Spektrofotometricky byla métena absorbance vSech standardl pti vinové délce 521 nm,
coz odpovida absorpénimu maximu. Z jednotlivych absorbanci byla vytvofena kalibracni

ktivka.

Pomoci této studie byl stanoven celkovy obsah vitaminu C v dumuru a katabadamu
(Tabulka 11) [24].

Tabulka 11 — Obsah vitaminu C stanoveny spektrometricky [24]

Testovany zorek Obsah vitaminu C mg/100 g

dumur 15
katabadam 77

4.4.2 Spektrofotometrickd metoda pouzita pro stanoveni obsahu vitaminu C
V 0voci a zeleniné
Tato UV spektrofotometricka metoda byla pouzita pro stanoveni obsahu kyseliny
askorbové v riiznych druzich ovoce a zeleniné. Je zalozena na méfeni spektra AA pii vinové

délce v rozmezi 250-350 nm.

Zasobni roztok kyseliny askorbové byl pfipraven rozpusténim piislusného mnozstvi
kyseliny askorbové v 1,0 mol/I roztoku HCI. Vysledna koncentrace byla 1 x 107 mol/l. Takto
piipraveny roztok je stabilni 2 hodiny. Dale byla ztohoto zasobniho roztoku vytvotfena
kalibraéni fada 0 koncentracich 2,5 x 10 az 1 x 10 mol/l, ze které byl sestrojen kalibraéni

graf pro ur¢eni maximalni vinové délky AA.

Vzorky ovoce, které byly zakoupeny na mistnich trzich, byly pfipraveny tak, ze 5 cm?®

Cerstvé vymackané $tavy bylo smichano s 1,0 mol/l roztokem HCI za intenzivniho michani.
Poté byly extrakty prefiltrovany a ziedény péti — az desetinasobné roztokem HCI, aby byly pro

ziskany vhodné koncentrace AA.

Vzorky zeleniny byly ptipraveny zhomogenizovanim 5,0 g vzorku s 100,0 cm?® 1,0 mol/I
HCI po dobu 10 minut. Po filtraci byly roztoky zfedény obdobné jako roztoky vzorkl ovoce.
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Vzorky byly analyzovany pfi vinové délce 0 hodnoté 267,5 nm. Tato vlnova délka

slouzila ke kvantifikaci obsahu vitaminu C (Tabulka 12).

Toto konkrétni pouziti spektrofotometrie je velmi jednoduché a piimé, protoze

nevyzaduje zadné piredzpracovani zkoumaného materialu a 1ze ho doporudit pro bézné analyzy

[25].

Tabulka 12 — Obsah vitaminu C stanoveny UV/VIS spektrofotometrii [25].

Testovany vzorek Celkovy obsah vitaminu C mg/100 g
pomeran¢ 43,42
citron 34,24
mandarinka 18,62
grapefruit 43,33
Kiwi 42,26
cervend paprika 144,73
zelend paprika 85,29
kvétak 17,21
petrzel 50,56
ruzi¢kova kapusta 76,06
kapusta 92,62
hlavkové zeli 28,17

4.5 Pritokova injekéni analyza

4.5.1 Pritokova injekéni analyza se spektrofotometrickou detekci pro stanoveni
kyseliny askorbové v ovocnych §tavach
Pro stanoveni obsahu AA ve vzorcich ovoce byla pouzita injekéni pritokova analyza

K detekei byl pouzit spektrofotometricky detektor pracujici v UV.

Byl pouzit diodovy spektrofotometr s pritokovou celou 0 vnitinim objemu 18 pl a délce
10 mm. Tato cela byla naplnéna hydroxidem sodnym o koncentraci 0,1 mol/l a pH 12,6.
Vsechny reakéni cely byly vyrobeny z PTFE kapilar 0 vnitinim praméru 0,8 mm. Sestava dale
obsahovala davkovaci ventil. VSechna méfeni byla provedena pti pokojové teploté (kolem

23 °C).
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Standardni roztok kyseliny askorbové mél koncentraci 100 mg/l. Tento roztok byl

ptipravovan denn¢ fedénim s destilovanou vodou. Stejnym  zpisobem byl pfipravovan
i roztok NaOH.

Pfirodni $tavy byly vymackany a poté filtrovany pies 0,45 um nylonové filtry ze

sklenénych vlaken. Pro analyzu kazdého vzorku bylo provedena jeho vhodné fedéni.

Vzorek 0 objemu 50 pl byl vstiiknut pomoci rota¢niho ventilu do nosného proudu
v priitokové cele. Prutok byl nastaven na hodnotu 1,46 ml/min. Spektrofotometricka detekce

AA byla provedena pii vlnové délce 300 nm.

Mez detekce kyseliny askorbové byla 2,26 mg/l, mez stanovitelnosti byla 7,5 mg/l
Relativni smérodatné odchylky mély hodnotu 3.4 %. Byla zkoumana i vytéZnost metody
piidanim standardniho roztoku AA do vzorki. Vytéznost spolecné s obsahy AA je uvedena
v Tabulka 13.

PouZita metoda je jednoducha a pouZitelna pro rutinni analyzu. Mezi jeji vyhody patii
rychlost analyzy, nizké riziko kontaminace, nizka spotfeba c¢inidel a dobra dostupnost
spektrofotometrického detektoru. Rovnéz piiprava vzorku je velmi jednoduchd, protoze

vyzaduje pouze filtraci a fedéni [26].

Tabulka 13 — Obsah AA ziskany pritokovou injek¢ni analyzou [26]

Testovany vzorek Puvodni Pridané MnozZstvi AA po Stupen

mnoZstvi AA g/l mnoZstvi AA g/l pridavku g/l vytézZnosti %

100% pomerancovy 0,678 +£0,03 0,180 0,861 + 0,02 101,7
dzus

100% grapefruitovy 0,432 +0,07 0,180 0,608 + 0,05 97,8
dzus

45



ZAVER
Vitamin C fadime mezi t€lu prospesné latky. Mezi slouceniny vykazujici aktivitu tohoto

vitaminu patii L-askorbova kyselina a L-dehydroaskorbova kyselina.

Lidsky organismus si ho neumi syntetizovat, proto ho musime piijimat z potravy.
Hlavnim zdrojem tohoto vitaminu je pfedevs§im ovoce a zelenina. Pfi zpracovani potravin

obvykle dochazi k jeho ztratam, proto byvaji potraviny vitaminem obohacovany [3].

Tento vitamin ma pozitivni vliv na psychické i fyzické zdravi ¢lovéka. Prispiva

starnuti [8]. Jeho doporuceny denni piijem se pohybuje v rozmezi 60-200 mg [3].

Vitamin C se ve vzorcich ovoce a zeleniny muze stanovovat pfimo, nebo muze byt
stanoven tzv. od¢itaci metodou. V tomto ptipadé je bud’ kyselina askorbova oxidaci prevedena
na kyselinu dehydroaskorbovou, nebo je naopak kyselina dehydroaskorbové redukci ptevedena
na kyselinu askorbovou. P#i pouziti nékterych metod byl ve vzorcich stanoven pouze obsah
kyseliny askorbové. U jinych metod byl stanoven obsah AA i DHAA, nebo byl stanoven

celkovy obsah vitaminu C.

Mezi Casto pouzivané metody patii elektrochemické techniky. Jedna se napiiklad
o stripping voltametrii. Ta se ve spojeni s elektrodou ze skelného uhliku pouziva ke stanoveni
obsahu AA naptfiklad v pomerancich, rajCatech, cCesneku, paprikach atd. Dalsi
elektrochemickou metodou pouzivajici se ke stanoveni obsahu AA je polarografie, ktera lze

vyuzit k analyze raj¢at nebo pomerancu.

Ke stanoveni celkového vitaminu C byla pouzita UV/VIS spektrofotometrie, které byla

pouzita k analyze v mandarinkach, pomerancich, kvétaku petrzeli, kapust¢ atd.

Ve spojeni s UV/VIS detektorem lze provést stanoveni kyseliny askorbové
i dehydroaskorbové naptiklad kapalinovou chromatografii. Tato separa¢ni technika se pouZziva
Kk analyze celé fady vzorku (napiiklad citront, grapefruitt, kiwi, jahod, cibule, fazole atd.).
Tento detektor vyuziva i pritokova injekéni analyza, kterou se da stanovit obsah AA napiiklad

vV pomerancovych ¢i grapefruitovych Stavach.

Cilem prace bylo seznamit se s vitaminem C a s jeho moznymi metodami stanoveni
v ovoci a zelening. K vitaminu C je zde uvedena cela $kala dulezitych a uzite¢nych informaci.
V praci je také popsano 11 piikladi stanoveni vitaminu C v 0vOCi, V zeleniné a vV ovocnych
Stavach vyuzivajicich nékolik riiznych metod.
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